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ABSTRACT

Laccases (benzenediol:oxygen oxidoreductase, BG.312) belong to the family of
“multicopper oxidases”. Laccases were discovereglants, then have been described in
fungi, insects and, more recently, in prokaryofEsey are thought to be nearly ubiquitous
among fungi, mainly in the wood-rotting basidiomtg=e causing white-rot, where they are
usually produced in multiple isoforms as extradallyproteins. Laccases are involved in
several physiological functions, such as lignin shitthesis, plant pathogenesis, insect
sclerotisation, and degradation of lignocellulosiaterials. The cultural broth of laccase-
producing fungi contains generally a main laccas® @ number of isoforms some of which
closely related, others differing for structuraldacatalytic properties. The production of
different isoenzymes is due to the occurrence dtiphe laccase genes; it is known that the
expression of some of these genes is regulated/upebpresence in the culture medium of
specific inducers such as copper, ferulic acid,bn@lidine.

Most fungal laccases are monomeric glycoproteinth \Wwolecular masses ranging
between 60,000 and 70,000 Da and the extent abgiyation between 10 and 25%; they
catalyze the one-electron oxidation of a large etgriof substrates (usually diphenols or
aromatic amines) coupled with the reduction of glgen to two molecules of water. In the
blue laccases, the redox process is brought abpublr copper ions arranged in three
different centres. One type-1 (T1) copper ion iarabterized by a strong absorption nearly
600 nm which is responsible of the intense bluewobf these proteins; T1 copper shows a
trigonal coordination, with two histidine and a ®ise residues as conserved ligands; either a
leucine or a phenylalanine residue occupies theHdigand position in fungal laccases. The
coordination geometry and ligand nature of T1 coppight be responsible of the high redox
potential of fungal laccases, as compared to péntases and other blue copper oxidases. A
second copper ion, coded as type-2 (T2), has a \abakrption in the visible region, is
electron paramagnetic resonance (EPR)-active acddslinated by two histidine residues.
The last two copper ions [type-3, (T3)] form a lblmar centre characterized by an absorption
at 330 nm; they are EPR-silent due to an antifeagmetic coupling mediated by a hydroxyl
bridge. The two T3 copper ions are coordinatedibyhsstidine residues and are positioned
close to the T2 copper ion to form a trinuclearstdn. T1 copper is the site where the
substrate oxidation occurs; the extracted electanagransferred, probably through a strongly
conserved HisCysHis tripeptide motif, to the T2TBwuclear cluster, where dioxygen is

reduced to water.



Laccase are very versatile enzymes, being abtittize an extensive list of aromatic
compounds containing hydroxy or amino groups, idiclg pesticides, polycyclic aromatic
hydrocarbons and dyes. Further, the presence df srakecular weight redox mediators such
as 2,2_-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfoaid) (ABTS), violuric acid (VA) and 1-
hydroxybenzotriazole (1-HBT), enhances the rangkthe rates of compounds to be oxidized
(including recalcitrant dyes). These properties enlakcases good candidates for applications
in the pulp and paper industry, textile industrigsensor development, bioremediation of
polluted water and soil. The great interest thatdges aroused for biotechnological uses has
promoted intense investigations for clarifying thexidative mechanism and for discovering
new enzymes with desirable characteristics andrblecular determinants able to modulate
enzyme properties for specific applications. Fonynapplications it is important to find an
enzyme that is thermostable and works at relatikigi pH-value.

The objective of this thesis is the characteraaf native and modified laccases for
biotechnological applications, as dye decolouraatiTo such aim, three main ways have
been continuations: characterization of native daes secreted from the fungus
basidiomyceteTrametes trogiji isolation and expression of neW trogii laccase genes
production and characterization of mutants of tlaen. trogii laccase.

Trametes trogji a typical basidiomycete, produces at least faecése isoforms; the
main isozyme, coded as Lccl, has been purifiedchadacterized. It could be of interest to
analyze role and properties of the other isofotous their purification and characterization is
time-consuming since they account altogether fes than 10% of the total laccase activity.
However, twoT. trogii laccase isoforms (coded as P5 and P6) have begalpaurified and
characterized in comparison to Lccl; in partictle profile pH/activity show that P6 has an
optimal activity shifted toward neutrality for phdit substrates (about 0.5 and 1.0 pH units
for DMP and guaiacol, respectively, as comparedctd)

To find easier ways to produce laccase isoformes,have looked for new laccase-
encoding genes in th&. trogii cDNA using degenerate primers designed on conderve
regions of basidiomycete laccases; a laccase geded adcc2, has been isolated, cloned,
sequenced and expressed in the heterologouslabsa pastoris The product ofcc2 (Lcc2)
has an interesting behaviour towards aromatic satlest exhibiting an optimal pH closer to
the neutrality than Lccl; in particular Lcc2 shows shift towards higher pH values, as
compared to Lccl, of 2.0 and 1.0 units for DMP gadiacol, respectively. It is worthwhile
to note that the whole pH/activity profile of Lcefith phenolic substrates appears shifted
towards values closer to neutrality, so that theysre conserves about 40% of its activity at
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pH 6. Finally, at the optimum pH, Lcc2 shows aheigaffinity (lower K, values) towards
the phenolic substrates, as compared to Lccl.

The three-dimensional structure of Lccl laccasenff. trogii was used as a template
for the construction of the Lcc2 model. Lcc2 sh@ansubstrate cavity very similar to those of
the so far laccases crystallized; the aspartic msaiue is conserved and is very close to the
histidine residue. A main difference is observetivieen Lccl and Lcc2 with regard to two
spatially close residues surrounding the substatgty: Thr 164 and Ser 264 of Lccl are
replaced in Lcc2 by the two hydrophobic residues BPB3 and lle 265, respectively. This
variation affects in same way the capacity of Ltxriteract with ligands.

The catalytic efficiency of Lcc2 towards bulky lig#s carrying polar groups (e.g. ABTS)
decreases significantly due to both an increaskjnand a decrease inJk indicating a
concomitant decrease in the affinity for the suwdstiand in the kinetics of electron transfer.
Conversely, the catalytic efficiency of Lcc2 towardmall hydrophobic substrates (e.qg.
guaiacol, DMP) shows a moderate decrease as cothpareccl, due to an about 5-fold
increase in the affinity for the substrates and tnore sensible decrease i Krable 1). The
increase in affinity of Lcc2, as compared to Lctdwards hydrophobic ligands which are
embedded in the substrate cavity could be due tma@dumced-fit closing movement of the
cavity led by the amino acid residues of the bofdeps closer to the ligand. The decrease in
kcat Observed in Lcc2, as compared to Lccl, indicabed the electron transfer from the
substrate to the T1 copper, being the rate-limistep in laccase kinetics, must have been
affected by the structural differences existingassn the two laccase isoforms; however, it
cannot be excluded that the internal electron feanfom the T1 copper to the T2T3
trinuclear cluster and then to the dioxygen molecahd the product release have been
affected.

Laccase biotransformation of xenobiotics in ndtureedia suffers from two main
limitations of the enzyme: an acidic optimal pH fmtivity and the requirement in several
cases for a redox mediator. The modification ob¢éhlaccase properties should be achieved
through a site-directed mutagenesis strategy. @rb#sis of previous structural analyses of
the amino acid residues surrounding the activedditine laccase lllb fronT. versicolor it
was suggested that the histidine in position 45&, also coordinate the T1 copper, acts as the
primary electron acceptor from the substrate, dnedaspartate in position 205 is hydrogen
bonded via the terminal oxygen of its side chaitht® reducing substrate and influence the
dependence of the activity towards pH. In additiowas observed that this acidic residue is
highly conserved among fungal laccases and is ¢ageo play an important role in the
structure and function of the enzyme. In the curstudy the Asp205 of Lccl from. trogii
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was mutated in amino acids with different chempmalperties: Ser or Cys, non charged polar
residues, Lys, a positively charged residue. ThéagiiVity profiles of the mutated laccases
with phenolic substrates indicated a shift of thatimal pH towards neutrality while
maintaining the characteristic bell shape curveweieer, it is important to note that the
specific activity of the tested mutants was siguaifitly lower than that of the wild type at all
pH levels and the catalytic improvement at pH aldeeneutrality could be associated with a
much reduced efficiency at acidic values of pH. phesence of a negatively charged residue
close to the substrate binding pocket could stabithe radical cation formed following
electron subtraction and the absence of the Asp2€ilue determined a significant decrease
in the specific activity of the mutated enzymes.

Degradation experiments of phenolic compoundsaradnumber of dyes with free and
immobilized Lccl have shown that this laccase hawide oxidizing capacity; many
recalcitrant compounds may be degraded in the pces®f an appropriate mediator.
Preliminary screening experiments of decolourizatbtm microtiter plates have been carried
out on various structurally different dyes: azo &amth, carmoisine, new coccine, sunset
yellow), anthraquinonic (remazol brilliant blue Rjarylmethane (patent blue) and indigoid
(indigo). Finally, the process of decolourizatiastbeen optimized for amaranth and remazol
brilliant blue R by the response surface methodpl®SM) which allows the monitoring at
the same time of a number of variables (enzymestsatle and mediator concentration, time,
pH). These experiments have shown that it is ptestibmodulate experimental conditions as
suitable to reach optimal results; in particuldr,si possible to operate at pH closer to
neutrality at appropriate mediator concentrationsalow mediator levels by modulating
enzyme concentration and/or the time of the process
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1 - SCOPO DELLA TESI

Trametes trogji come altri funghiwhite-rot rilascia nel terreno di coltura diverse
isoforme di laccasi la cui molteplicita dipende rewitanto da meccanismi di maturazione
post-traduzionali, ma soprattutto dalla presenzaidi geni per laccasthe, spesso, sono
differentemente regolati.

La capacita della laccasi di ossidare un’ampiaetardi composti fenolici e ammine
aromatiche rende il loro utilizzo particolarmentrsatile in diverse applicazioni industriali.
L’interesse del mondo scientifico nei confronti @gedcessi biotecnologici riflette la crescente
consapevolezza di cercare soluzioni economicametitambientalmente sostenibili per lo
smaltimento degli scarichi civili ed industrialiral'le diverse potenziali applicazioni, le vie
enzimatiche di decolorazione dei reflui emergonmegrocessi alternativi ai classici metodi
di rimozione chimico-fisica spesso poco efficientiostosi.

Lo scopo di questo lavoro di tesi e stato quellindividuare e caratterizzare laccasi
native o modificate per applicazioni biotecnologichin particolare per i processi di
decolorazione.

A tal fine sono state seguite tre vie principali:

» Purificazione e caratterizzazione di laccasi prodé¢ dal fungo basidiomicete
T. trogii: Sono state individuate almeno sei diverse isofodineui la principale
(Lccl) costituisce il 90% dellattivita laccasicaono state analizzate caratteristiche,
quali la dipendenza dell'attivita dal pH con 2 duls di tipo fenolico (DMP

e guaiacolo) e uno non fenolico (ABTS), di Lccli@ldune isoforme secondarie.

» Isolamento, clonaggio e caratterizzazione del genec2: Sempre con lo scopo di
trovare enzimi con caratteristiche interessantihosstati isolati dar.trogii nuovi
geni laccasici; uno dei qualic2, e stato espresso Richia pastorise la proteina
ricombinante ottenuta €& stata caratterizzata. Dedet struttura primaria dalla
sequenza genica dcc2, ne é stato costruito un modello 3-D sulla baske de
coordinate tridimensionali della laccasi omologd diogii Lccl e si sono messe in
relazione variazioni strutturali con le diverse atteristiche chimico-fisiche delle

due isoforme.
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» Produzione e caratterizzazione di mutanti del genéccl: Sono stati progettati
esperimenti di mutagenesi sito-diretta a carictAgh205 che potrebbe influire sul
pH ottimale dellenzima. Sono state poi effettudtdle analisi comparative per
valutare eventuali modifiche delle caratteristichdalitiche della Lccl ricombinante

e delle laccasi mutate rispetto a quelle della Lzatlva.

Infine sono state effettuapove di degradazione di composti fenolici e di cotanti
al fine di individuare i prodotti facilmente modiéti dall’enzima, quelli che richiedono la
presenza di mediatore, e le condizioni sperimentéinali per i processi di degradazione. Si
e utilizzata la laccasi maggioritaria Lccl ™i trogii, in forma libera e immobilizzata, sono
state effettuate prove di decolorazione in miceots#u coloranti appartenenti a diverse classi:
azoici (amaranto, carmoisina, new coccine, sunskbw), antrachinonici (remazol brilliant
blue R), triariimetano (patent blue) e indigoithidigo) e si & ottimizzato il processo di
decolorazione su due coloranti appartenenti alle plincipali classi di coloranti utilizzate

dall'industria tessile.
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2 - INTRODUZIONE

2.1 LE LACCASI: CARATTERISTICHE GENERALI

2.1.1 Origine e distribuzione

Le laccasi (benzenediolo:ossigeno ossidoredutsil.10.3.2) sono enzimi ampiamente
distribuiti in natura. Appartengono alla famiglielle ossidasi blu contenenti rame che
comprende anche l'ascorbato ossidasi delle pianta eeruloplasmina dei mammiferi
(Messerschmidt e Huber, 1990).

I nome di questa proteina deriva dalla specie tagealalla quale fu isolata per la prima volta
nel 1883, l'albero giapponese della lac&hus verniciferaYoshida, 1883). Da allora le
laccasi sono state trovate in piante superiori @1a$979), batteri (Diamantidis et al., 2000),
ed insetti (Hopkins, 1992), anche se la fonte pippresentativa rimangono i funghi, in
particolare i basidiomicewhite-roti quali producono diverse isoforme di queste pnaete

Le laccasi son@-difenolossidasi che catalizzano 'ossidazione ginerosi composti
aromatici, in particolare fenoli, con la concomt@amiduzione di ossigeno molecolare ad

acqua, mediante il trasferimento di quattro eleitro

2.1.2 Funzione e struttura

La maggior parte delle laccasi contengono quattbenadi rame per unita funzionale,
indispensabili per lattivita catalitica. Gli atondgi rame sono distribuiti in diversi siti di
legame e sono classificati in tre tipi a secondbe dpecifiche caratteristiche spettroscopiche
e funzionali. Il rame di tipo 1 presenta un’intefisanda di assorbimento nello spettro visibile
a circa 600 nm, dovuta al legame covalente tra ramisteina, e conferisce il caratteristico
colore blu alle ossidasi multirame (Nakamura, 198&mstrom et al., 1968); € proprio a
livello del sito 1 che si realizza I'ossidaziond debstrato.Un’importante caratteristica che
differenzia le laccasi fungine da quelle vegetathe le rende particolarmente interessanti nel
settore delle biotecnologie € proprio il potenziadox del rame di tipo 1, che nelle laccasi di
Rhus verniciferae nell’ascorbato ossidasi € di circa 330-400 m¥ .laccasi fungine invece
presentano valori di potenziale redox generalmpnteslevati, compresi tra 500 e 900 mV e
guesta differenza viene attribuita alle caratteth&t del’ambiente di coordinazione dello ione
rame di tipo 1 (Andreasson e Reinhammar, 1976).
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Il rame di tipo 1 presenta una geometria distoipardmidale trigonale con una posizione
assiale vacante disponibile per il substrato (Eifj). Le posizioni equatoriali sono impegnate
con legami di coordinazione con due istidine ed aisteina, mentre la quarta puo essere
variabile. Questo ligando € una metionina nelledsc batteriche e nell’ascorbato ossidasi
vegetale, mentre e leucina o fenilalanina in queifgine. La geometria di coordinazione e la
natura dei ligandi del rame T1 potrebbero essergporesabili dell'alto potenziale
ossidoriduttivo delle laccasi fungine, rispetto @ellp delle laccasi delle piante e di altre
ossidasi rame blu. Il rame di tipo 2, invece, Bailevabile nello spettro visibile ma presenta
proprieta paramagnetiche se analizzato tramitetrepebpia EPR ed e coordinato da due
residui di istidina. 1 due ioni rame di tipo 3 somoganizzati in un centro binucleare
caratterizzato da una banda di assorbimento a B8(healla forma ossidata) e dall'assenza di
segnale EPR poiché sono fortemente accoppiati ailagoonte da un ossidrile. | due ioni
rame T3 sono coordinati da sei residui d’istidinsoao posizionati vicino allo ione rame del
centro T2 per formare un cluster trinucleare allivelel quale si realizza la riduzione

dell'ossigeno molecolare ed il rilascio di acqua.

D206 &
—

-
e HI109 \\ / He6
] H395 By &
% Cula™g” N
H64 N, __——a(HO
L H454 C L._"\
e . -~
H458 Cul Ci53 @ (0H .
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F463 Y | gCusb
3 ¢ y ~—_f
HI111 / H400

(a) (b)

Figura 2.1 - Siti di legame del rame nella laccasi LaclllB Thametes versicoloe loro
ambiente di coordinazioneg)(rame di tipol,l§) cluster trinucleare.

Per quanto riguarda il trasferimento degli elettrdal centro mononucleare T1, dove si
ha l'ossidazione del substrato, al centro trinugle@2/T3, € stato proposto un percorso
formato da residui di istidina (His) che formangdeni di coordinazione con gli ioni rame del
centro 3 e da residui di cisteina (Cys) formangal@i con lo ione rame del centro 1
(Reinhammar,1997). Tuttavia il trasferimento degsli elettroni al centro 3 non avviene
finché gli ioni rame dei centri 1 e 2 non vengorotti entrambi, dato che il centro 3 e

I'accettore cooperativo degli elettroni trasfeitig 2.2).
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Nella laccasi la riduzione dell'ossigeno ad acquabeseguente alla ossidazione di un
substrato fenolico dal quale si genera un radicatone instabile (Fig. 2.3). L’azione
ossidativa pud proseguire a carico dei derivatiolien risultanti dai riarrangiamenti
molecolari per dare, a secondo delle condizionmmasti di natura chinonica, e quindi

molecole a basso peso molecolare o prodotti dimgizzazione ligninosimili.

H
» »
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Figura 2.2 — Ciclo catalitico delle laccasi
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Figura 2.3 - Meccanismo di ossidazione radicalica catalizzatidadaccasi nella direzione
della depolimerizzazione o nella direzione dellarperizzazione.

Definire le laccasi in base al loro substrato n@emplice, innanzitutto perché I'insieme
dei composti ossidati da questo enzima si sovrappomarte con quello di un altro tipo di
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ossidasi, la tirosinasi, che € una monofenolo msigesasi. Grazie alla bassa specificita di
substrato le laccasi sono enzimi molto versatili;particolare catalizzano I'ossidazione di
para-difenoli, polifenoli, metossifenoli, amminotdn diammine, poliammine, arilammine,
etc., compresi pesticidi, idrocarburi policiclicromatici, coloranti. e anche di alcuni ioni
inorganici (es. Mn2+ e-), ma non € in grado di ossidare la tirosina [Rpdrz Couto et al.,
2006]. Inoltre e stato osservato che substratiadeltcasi, come I'acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico)ABTS), 1-idrossibenzotriazolo (HBT) o acido violkwi (VA),
possono agire da mediatori velocizzando notevolendat reazione catalitica su diversi
substrati e rendendo possibile l'ossidazione di pmsti che altrimenti non sarebbero
substrato di questo enzima. (Li et al.,1999; Jobharat al.,2000). Infatti, la laccasi da sola non
potrebbe ossidare i residui non fenolici a caudddeso potenziale redox, o quelli di grandi
dimensioni, incapaci di entrare nella cavita ctitali (Banci et al., 1999; D’Acunzo et al.,
2002; Crestini et al., 2003). Generalmente un ated® agisce come un trasportatore di
elettroni (Fig. 2.4) che, dopo essere stato ossidall’enzima, si diffonde a partire dal sito
attivo per ossidare il substrato. In piu, la formssidata del mediatore (Mgl essendo
strutturalmente diversa dall’enzima, potrebbe aentau un meccanismo differente di
ossidazione, e quindi estendere la gamma dei sibsuiscettibili all’azione enzimatica
(Fabbrini et al., 2002a). E’ stato osservato chenexdiatore redox, ossidato dalla laccasi, puo
a sua volta ossidare un altro substrato sottradindagelettrone e generando un radicale
catione (Bourbonnais et al., 1998; Xu et al., 200)1); oppure pud estrarre un protone dal
substrato convertendolo in un radicale (Li et 8998; Fabbrini et al., 2002a). Per esempio
'ABTS agisce secondo il primo meccanismo (Muheitak, 1992; Potthast et al., 2001),

mentre 'HBT segue il secondo meccanismo (Fabletiail., 2002b).

O, XLaccaseX Mediatorox>< Substrate
H,0 0x Mediator

Laccase Substrate,y

Figura 2.4 — Rappresentazione schematica del ruolo del noediatella degradazione dei
substrati da parte delle laccasi.
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La maggior parte delle laccasi sono proteine momizime caratterizzate da un peso
molecolare compreso tra 60000 e 80000, ma sono deatritti anche multimeri come
l'isoenzima | diPodospora anseringDurrens, 1981) o quello digaricus bispous (Wood,
1980) eT. villosa(Yaver et al., 1996). Generalmente le laccasi gpicoproteine esocellulari
e gli enzimi fungini hanno un grado di glicosilazéinferiore (10-25%) rispetto a quelli di
origine vegetale (24-45%). In alcuni casi la stess@na polipeptidica puo essere glicosilata
in modo differente sia per contenuto di carboidchg per tipo di zuccheri; questo fenomeno
genera eterogeneita nel peso molecolare e nel psmetettrico degli enzimi secreti. Vi sono
tuttavia due caratteristiche fondamentali comurianporzione glicosidica della maggior
parte delle laccasi: un elevato contenuto in maoneslegami di tipo N-glicosidico alla
proteina. La porzione glucidica non & indispengabé per la secrezione né per l'attivita
catalitica, ma le proteine che ne sono prive sanpscettibili all’attacco da parte di proteasi
e all'effetto della temperatura (Yhoshitake et 8993).

Negli ultimi anni sono state pubblicate numerosguseze di geni che codificano per
laccasi fungine. La prima sequenza pubblicata éa stmella della laccasi del fungo
ascomiceteNeurospora crassasuccessivamente sono state caratterizzate qdelhaolti
basidiomiceti “white-rot” (ad esempio quelli delrggeTramete}, di alcuni funghi patogeni
per le piante e di ascomiceti filamentosi (Thurstt®94). In molti casi queste sequenze sono
parte di famiglie geniche, costituite da divers@argi non alleliche, indicando che almeno
una parte della molteplicita di isoforme prodotte diverse specie fungine puo essere
attribuita alla presenza di numerosi geni che docalio per laccasi. Dall’'analisi delle
sequenze di cDNA si e potuto vedere che i genlekccasi codificano per un polipeptide di
circa 520-600 aminoacidi, che comprende un pepsegnale all'estremita N-terminale
fondamentale per la secrezione. Comparando le sequgeniche si e inoltre visto che il
numero e la posizione degli introni (solitamentell) sono abbastanza conservati (Smith et
al., 1998). L’analisi delle sequenze proteiche tkedmostra che le regioni che legano il rame
sono molto conservate, anche rispetto ad altrelasisblu, indicando che questi enzimi sono
molto antichi da un punto di vista evolutivo. laet¢asi sono quindi prodotte da una famiglia
di geni che codificano per diversi isoenzimi corutstire primarie simili ma con differenti
caratteristiche chimico-fisiche. Le forme isoenZiclze meno abbondanti sono spesso
espresse o trascritte in risposta a diverse cmmiidi coltura e alla presenza di induttori di
varia natura (Yaver et al., 1996; Dittmer, et 4997), quali rame, composti fenolici o
aromatici in genere derivati della lignina (comédacferulico e acido paraidrossibenzoico);
tra questi composti hanno particolare influenzacitla p-cumarico, la vanillina, il

pirocatecolo e I'acido diidrossibenzoico (Rogakskal., 1991; Terron et al., 2004).
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La tecnica della cristallografia a raggi X ha pessee di determinare la struttura
tridimensionale di alcune laccasi e contemporanegnd confermare le ipotesi riguardo la
loro struttura molecolare.

Negli ultimi anni, sono state descritte le strugtaridimensionali di numerose laccasi
fungine: Coprinus cinereugin una forma priva del rame T2) (Ducros et abQP), Trametes
versicolor (Bertrand et al., 2002; Piontek et al., 2002)cnoporus cinnabarinu@Antorini et
al.,, 2002), Melanocarpus albomyce¢Hakulinen et al., 2002) eRigidoporus lignosus
(Garavaglia et al., 2004); a queste si aggiungestrdattura tridimensionale pubblicata da
Enguita et al. (2004) della laccasi dalle endospdirdBacillus subtilis cristallizzate in
presenza di ABTS. Di recente, e stata determinatheala struttura cristallina della principale
isoforma laccasica dirametes trogi{Lccl) da Matera et al. (2008). Malgrado le lormimi
differenti e I'assenza, in un caso, di uno ione gaessenziale per l'attivita enzimatica
(Ducros et al, 2001), la struttura generale delbedsi cristallizzate € molto simile. La laccasi
prodotta dal fungdCoprinus cinereu<ristallizzata da Ducros et al. (2001) mostra che
guesta forma la proteina presenta la caratteristiganizzazione a tre domini, ma essendo
priva del rame di tipo 2 e cataliticamente inattiva

Uno dei maggiori ostacoli per I'ottenimento di tai§i della laccasi in forma attiva e
rappresentato dall'estesa microeterogeneita prdsianeinte dovuta al diverso grado di
glicosilazione della proteina. Il primo lavoro ctiescrive l'intero assetto di coordinazione di
tutti e quattro i centri rame in un cristallo detizima attivo € quello di Piontek et al. (2002)
che descrive, ancora una volta, la laccasi comenanomero organizzato in tre domini
arrangiati sequenzialmente, ciascuno dei quali raast’architettura di tip@ a barile molto
simile a quella osservata per I'azzurrina e latpldanina. Il dominio 1 comprende quattro
foglietti B e quattro eliche 310, tre di quest’ultime sonaaii tra i peptidi di connessione dei
foglietti B, mentre una € presente tra il dominio 1 e il doonth Il secondo dominio ha due
foglietti B: uno ripiegato sei volte e un secondo ripiegataee volte; inoltre, come nel
dominiol, si ritrovano tre eliche 310 nei peptidecconnettono sia i singoli fogliefiisia i
domini 1 e 3 rispettivamente. Ancora un’elica 3f@, il secondo e il terzo dominio, forma
una parte della loop region che si estende peraqtearresidui amminoacidici. Il terzo
dominio, infine, consiste di una strutty¥a foglietto ripiegato che insieme ad w@lica e ad
un B-turn forma la cavita entro la quale é accoltaihe di tipo 1. Il cluster trinucleare T2T3
e compreso tra i domini 1 e 3. La porzione C-teat@rdel dominio 3 con tre motivi ad
elica completa la struttura. Un primo ponte disafanel dominio 1 coinvolge le due cisteine
85 e 488 ed un secondo tra la cisteina in posizidrfee la cisteina 205 connette il dominio 1
con il dominio 2 (Fig.2.5).
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COOH

Figura 2.5 - Struttura tridimensionale della laccasitdametes versicolor

Il confronto dei singoli domini con altre struttunete di proteine contenenti rame conferma
essenzialmente la stessa topologia.

La laccasi prodotta dal fungo ascomichtelanocarpus albomyces stata cristallizzata
con una risoluzione di 2,4 A (Hakulinen et al. 2D0®nche in questo caso & stato possibile
mantenere tutti e quattro gli ioni rame. La proée@naltamente glicosilata e nella sua struttura
ritorna il motivo a tre domini presente anche nddlecasi diCoprinus cinereustuttavia vi
sono differenze significative nei loops che formainsito di legame per il substrato. Per di
piu la struttura del cristallo ha messo in evidenrga diffusa densita elettronica tra tutti e tre
gli ioni rame presenti nel sito trinucleare, suggelo che una molecola di ossigeno possa
legarsi con una nuova geometria. Questo ossigdnbiesto nella reazione catalizzata
dall'enzima, puo arrivare al sito trinucleare atéweso un tunnel che si crea nella struttura e
che é aperto nella laccasi@oprinus cinereusll C-terminale nella laccasi dilelanocarpus
albomycesnvece forma una sorta di tappo che blocca quastesso, in modo da rendere
necessario un cambiamento conformazionale per pime l'ingresso dell’ossigeno
(Hakulinen et al., 2002).

Gli studi a raggi X di laccasi rivelano un’architet molecolare comune a queste
proteine, caratterizzata da tre domini organizimastruttura globulare (A-C). Ogni dominio
presenta una struttura di tifloa barile strettamente correlata a quella delle gtoteine a

rame blu, come l'azzurrina, la plastocianina edébato ossidasi. Il rame T1 si trova nel
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dominio A (porzione N-terminale delle proteine),ntre il cluster trinucleare T2T3 si trova a
livello d’interfaccia tra i domini A e C (porzior@-terminale). Due ponti disolfuro collegano i
domini A con B e A con C, rispettivamente, stalzdimdo la struttura. Il rame T1 occupa una
cavita abbastanza spaziosa che spiega il basso dragecificita di substrato delle laccasi.
Viceversa, uno o due stretti canali fornisconod&sso all’ossigeno e il rilascio di acqua dal
cluster T2T3.

L’analisi dettagliata del sito di legame del suatgrindica che un’istidina e un residuo di
aspartico, altamente conservato tra le laccasiifiengono presenti, vicini uno all’altro, nella
parte interna della cavita; questi due residui gami svolgere un ruolo nella sottrazione di
un elettrone e nella formazione di un legame idnogeon il substrato ridotto, mentre un certo
numero di residui idrofobi contribuisce al posiaomento del substrato (Bertrand et al.,
2002). La natura polare dell'aspartato nella cadid substrato e I'osservazione che il pH
ottimale per la riduzione dei substrati fenolicinéll'intervallo della K, dellaspartato, ha
portato all'ipotesi che questo residuo possa svelgm ruolo chiave nel determinare il pH
ottimale per l'attivita delle laccasi. La presemiajuesto residuo carbossilato favorirebbe la
deprotonazione del substrato ridotto; e stato waserche la sostituzione di questo aspartato
con un residuo non carico, quali I'asparagina ¢afiama, rende impossibile questo evento
diminuendo l'efficienza della laccasi e spostangalori massimi di attivita a pH leggermente
superiori (Madzak et al, 2006).

2.1.3 Ruolo fisiologico in natura

Il ruolo fisiologico della laccasi non é stato areccompletamente chiarito anche perché
esso sembra variare in relazione al tipo di orgmaaiga cui deriva I'enzima. Per molti anni si
e ritenuto che la laccasi prodotta da numeroseiespemgine avesse un ruolo diretto
nell'ossidazione della lignina. Infatti molti bagdiceti, soprattutto i funghi “white-rot”,
sono in grado di mineralizzare la lignina complezate, 0 comunque in misura molto elevata
rispetto ad attinomiceti e batteri. La degradazide#a lignina é strettamente correlata alla
capacita di questi microrganismi di produrre lac@&socellulari in associazione con altre
enzimi ossidativi quali lignina perossidasi (LiPin@anganese perossidasi (MnP).

E’ stato dimostrato che I'azione della laccasi padtare alla rottura di alcuni legami
presenti nella lignina, tramite reazioni di ossidae, di demetilazione e dell’eliminazione
della catena laterale della lignina, passaggidadl@zper la biodegradazione. Tuttavia il ruolo
della laccasi nel processo di degradazione dgjtaria in vivo rimane controverso; infatti vi

sono organismi ligninolitici che producono tuttire gli enzimi (laccasi, LiP e MnP) altri che
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ne producono uno solo o due, e non & ancora chial di queste proteine siano realmente
indispensabili per i processi degradativi.

La maggior parte, ma non tutte le laccasi fungiorosextracellulari, alcune specie
possono produrre isoenzimi sia extracellulari ctieacellulari. Una di queste laccasi prodotta
da Pleutotus ostreatumostra attivita sia all'interno della cellula chella parete cellulare
(Palmieri et al., 2000).In alcuni funghi la laccasi ha una funzione berattarizzata che non
e correlata con la ligninolisi, infatti questa mio sembra essere coinvolta nella
morfogenesi. Nel fungo eduleentinula edodegé stata trovata una forte attivita laccasica nella
fase fruttifera indicando che le laccasi possontalizzare la formazione di pigmenti
extracellulari tramite polimerizzazione ossidatiea quindi possono svolgere un ruolo
importante nella morfogenesi del fungo (Zhao e KwE3D9). InAspergillus nidulansono
state caratterizzate due laccasi presenti in tedgfe@renti: una di queste, prodotto del gene
ya, e coinvolta nella formazione del colore verdeabnidio, e I'altra, localizzata nelle cellule
di Hille e nei primordi clestoteciali, € anch’essainvolta nella sintesi dei pigmenti
(Clutterbuck, 1972). In alcuni funghi, la formazeodel corpo fruttifero potrebbe coinvolgere
la produzione di pigmenti extracellulari catalizzala una fenolossidasi accoppiata alla
polimerizzazione ossidativa dei componenti dellaefza cellulare. A conferma di quanto
detto, e stato verificato che in alcuni funghi, @imSchizophyllum communla sintesi della
laccasi e regolata in relazione allo sviluppo detpo fruttifero (De Vries et al.,1986).
Aspergillus fumigatusun fungo filamentoso che produce conidi blu-veediun agente
patogeno opportunistico importante che affliggeratiptto pazienti immunocompromessi, la
pigmentazione dei conidi del: fumigatusnfluenza significativamente la relativa virulenza
in un modello murino. Nello studio di Tsai et akldl999, sono stati analizzati sei geni,
formanti un cluster di 19 kb e sono stati idenéificcome responsabili della biosintesi dei
pigmenti dei conidi inA. fumigatus.

In altri funghi, comeBotrytis cinereala produzione di laccasi sembra essere ass@tiata
processi di patogenesi di molte piante coltivatée(vcarota, zucca, etc.). Nelle piante
Cucumis prophetariumed Ecballium elaterium é stata dimostrata la produzione di
cucurbitacine, una famiglia di composti ciclicigéripenoidi che le proteggono dall’attacco del
fungo probabilmente inibendo la sintesi della ésistessa. (Bar-Nun et al 1990).

Infine la laccasi e un fattore importante nel deieare la virulenza del fungo
Cryptococcus neoformangn microrganismo patogeno per 'uomo, soprattpto individui
immunodeficienti, come i malati di AIDS o paziewtie hanno subito trapianti. Anche in
questo caso la laccasi € coinvolta nella formazidinetermedi reattivi che proteggono il
fungo e gli consentono di danneggiare le cellulmdmmifero.
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Nei tessuti vegetali poi, il ruolo della laccasmd®a essere opposto a quello descritto per
i funghi saprofiti del legno. Infatti, € stato rig@to che questo enzima pud partecipare ai
processi di lignificazione. Otto differenti laccasino state isolate dRinus taedgSato et al.,
2001): tutte sono espresse in modo predominanta palrete cellulare dello xilema in
differenziazione suggerendo che questi enzimi giocain ruolo fondamentale nella
formazione dello xilema e sono prodotti in coincidea con la formazione della lignina.
Inoltre una di queste, la Lac7, e espressa in glitbrgani e i tessuti investigati eccetto che
nel floema, suggerendo che questi isoenzimi abbiawverse funzioni oltre alla sintesi della
lignina. Tutti i membri della famiglia delle Anackacee di cui fa parte I'albero della lacca
sembrano contenere laccasi nei condotti della aesinella resina secreta (Huttermann et al.,
2001) suggerendo un ruolo nella difesa contro geedarbivori e attacchi da parte di batteri e
funghi. La secrezione di un enzima che puo causszoni ossidative alla superficie della
ferita suggerisce un ruolo nella guarigione dedldtd. E’ stato inoltre osservato che anche in
altre piante, in seguito ad attacco microbicoatahsi viene secreta insieme ad una miscela di
fenoli che, a contatto con l'aria, vengono ossidain conseguente polimerizzazione e
formazione di un complesso lignino-simile con fuumg protettiva. Allo stesso tempo durante
l'attacco da parte dei funghi, la biodegradaziome#ladlignina porta alla formazione di
intermedi reattivi dai quali il micelio si proteggelimerizzandoli.

Altri lavori hanno descritto la presenza di laccasifoglie di Aesculus parviflora
(Wosilait et al., 1954), nelle radici del te (Grege Bendall, 1966) e anche nello xilema di
Populus euramericanéRanocha et al.,1999), tuttavia la produzione disgjuenzimi da parte
delle piante e la loro caratterizzazione € ancocm mlettagliata.

Una laccasi € stata rilevata nella cuticola di pene specie d'insetto (Thomas et al.,
1989). La sclerotizzazione della cuticola € un éwesritico comune a tutti gli insetti, che
avviene quando le proteine nella cuticola sono szloked da chinoni altamente reattivi
formati dall’ossidazione di catecoli da parte dipedfiche fenolossidasi. Nei ditteri
Drosophila virilis (Yamazaki, 1969) el_ucilia cuprina (Barrett, 1987), cosi come nel
lepidottero della setBombyx moriYamazaki, 1972), questa attivita &€ stata coraetan i
periodi di muta, suggerendo un collegamento cofolmazione della nuova cuticola. Gli
studi di Thomas et al. (1989) indicano che la dgcadi Manduca sexta importante per
I'ossidazione cuticolare degb-difenoli a o-chinoni e p-chinoni, agenti importanti per la
sclerotizzazione dell’esoscheletro delle pup®idsexta Per facilitare gli studi sulla struttura,
funzione e regolazione delle laccasi degli ins@ittmer et al. (2004) hanno clonato due
cDNAs delle laccasi dal verme del tabaddosexta(MsLacl e 2) e uno della zanzara della
malaria Anopheles gambia@gLacl). La RT-PCR ha rivelato che la trascriaah MsLacl
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era piu abbondante nell'intestino medio, nei tulbulMalpighi e nell’epidermide indicando il
suo coinvolgimento nei processi fisiologici tranctee nella sclerotizzazione della cuticola,
mentre la trascrizione di MsLac2 era piu abbondati€epidermide confermando il ruolo
presunto della laccasi nella sclerotizzazione dritacola. E’ anche possibile che negli astaci
questo enzima possa essere importante nella foomazii capsule intorno ai parassiti troppo
grandi da fagocitare (Cardenas e Dankert, 2000).

| ruoli attributi alle laccasi nei batteri compremb la sporulazione e la pigmentazione in
Bacillus sphaericugClaus e Filip, 1997) élarinomonas mediterrane§Sanchez-Amat e
Solano, 1997), e la pigmentazione delle sporéaillus subtilis (Hullo et al., 2001),
conferendogli resistenza a fattori di stress cowmiazioni UV e perossido di idrogeno
(Martins et al., 2002).

2.2 PRODUZIONE DI LACCASI IN FUNGHI BASIDIOMICETI

La maggior parte dei funghi basidiomiceti, soprattuquelli di tipo “white-rot”,
secernono livelli significativi di laccasi nel meedi coltura. La produzione di questo enzima
e influenzata in modo significativo dalle condiziah crescita come composizione del
terreno, rapporto tra carbonio e azoto, pH, tenpeaaaereazione, etc. In molti casi sono
presenti diverse forme isoenzimatiche che diffemgc solo leggermente nella sequenza
amminoacidica. In passato si pensava che la praskrdiversi isoenzimi fosse da attribuire a
modificazioni post-traduzionali dello stesso pradagenico, ma l'analisi delle sequenze ha
dimostrato che una parte di questa diversita biola € dovuta alla presenza di famiglie
geniche. Queste famiglie sono composte da genilaggm modo differenziale, alcuni
espressi in modo costitutivo ed altri in modo inbide. Le condizioni ottimali per la
produzione di laccasi, e quindi i meccanismi diotagione coinvolti, variano in modo
significativo da una specie ad un’altra.

La composizione del terreno di coltura, in paréeel la fonte di azoto e di carbonio,
influenza in modo significativo I'espressione dengche codificano per le laccasi. Eggert et
al. (1996) hanno dimostrato che i livelli di attévilaccasica secreta nel mezzo in colture
liquide di Pycnoporus cinnabarinusono dipendenti dalla concentrazione di azoto;iok
Dobson (1997) hanno osservato che la produzionacdasi inT. versicoloré regolata a
livello trascrizionale dalla concentrazione di azetdi rame: in presenza di concentrazioni

crescenti di azoto si osserva un incremento nellesssione dei gertgc.
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La produzione di laccasi nelle colture fungine pessere incrementata in modo
significativo emendando il terreno con alcuni costparomatici o con metalli, in particolare
il rame. | potenziali induttori comprendono compd®nolici, strettamente correlati alla
lignina o da essa derivati, ed in minor parte arifee di varia origine. Quelli utilizzati piu
frequentemente comprendono la 2,5-xilidina, fesoktituiti (guaiacolop-metossifenolop-
aminofenolo, resorcinolo, orcinolo), acidi (ferdic siringico, gallico, caffeico, 3,5-
diidrossibenzoico p-idrossibenzoico e tannico), e aniline- (e p-anisidina ep-toluidina;
Gianfreda et al., 1999).

In P. cinnabarinusg stato osservato che la presenza di 2,5-xilidelanezzo di coltura
aumenta in modo significativo I'espressione deallechsi codificata dal getec3-1, mentre la
trascrizione dicc3-2risulta essere inibita dalla presenza di quesstasaa (Otterbein et al.,
2000). Marasmius quercophilugceppo 17), invece, presenta due forme isoenzimatdi
laccasi di cui una € prodotta in modo costitutiviiatra in modo inducibile, in presenza di
acido p-idrossibenzoico come induttore (Dedeyan et al. 0208el basidiomicet@rametes
villosa, I'aggiunta di 2,5-xilidina come induttore al teno di coltura aumenta il livello di
espressione del gerlecl di 17 volte, e contemporaneamente si osserva arenrento
dell’attivita enzimatica secreta di circa 20 valiaver et al., 1996); inoltre questo induttore
determina anche la produzione di tre diverse isoéodi laccasi con peso molecolare tra
60000 e 70000 (Collins et al., 1997).

In alcuni casi anche l'aggiunta al terreno colterdi miscele di differenti composti
aromatici si € dimostrata vantaggiosa: infatti DiZa et al. (2004) hanno osservato che, in
colture diPleurotus polmonariyd’aggiunta contemporanea di acido ferulico e &oi puo
avere un effetto di induzione anche 10 volte s@pernispetto alle condizioni colturali in cui
questi composti vengono aggiunti nel brodo singoéante.

In molti funghi, la produzione di laccasi puo essenotevolmente migliorata
aggiungendo al terreno di coltura ioni metalliai. particolare il rame & un micronutriente
essenziale per molti microrganismi ed é richiestbagse concentrazioni, nell’'ordine di
1-10 uM. Questo metallo e in grado di indurre foreite, a concentrazione adeguate, la
produzione di laccasi in numerosi funghi basidiatiwhite-rot (Galhaup et al., 2001).

In P. ostreatusche produce tre laccasi denominate PoxA2, PoxC RPbxA rame é
I'induttore piu efficiente fra quelli analizzatipgrattutto su PoxA2 e PoxAlb (Palmieri et al.,
2000). Inoltre Soden e Dobson (2001) hanno stodieffetto delle condizioni di coltura
sull’espressione di quattro geloc in Pleurotus sajor-cajuil rame determina I'aumento dei

trascritti corrispondenti ai gefacl, 2 e 4, mentre il livello del trascritto dac3 non sembra
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essere influenzato dalle condizioni colturali aredte facendo supporre che questo gene
venga espresso in modo costitutivo.

Baldrian et al. (2001), invece, hanno studiatdé#d dell’aggiunta al terreno colturale di
P. ostreatusdi metalli pesanti che causano inquinamento andliencome Cu, Cd, Hg, Ag,
Zn e Pb, in un intervallo di concentrazioni comprése 0,1 e 5 mM. | risultati ottenuti
mostrano che lattivitd enzimatica prodotta si dimeein presenza di mercurio anche a basse
concentrazioni. Invece, cadmio e rame determinamanagremento nell’attivita laccasica
secreta nel brodo, ed inoltre il rame ad alte cotmagioni aumenta la stabilita della laccasi
secreta aumentando in modo significativo la quawmlienzima in forma attiva.

La produzione di laccasi puo essere spesso mitdi@@mbinando contemporaneamente
gli effetti di stimolo dovuti alla composizione dekreno e all’aggiunta di composti aromatici
e rame come induttori. Ad esempio é stato ossemmatmcremento di 30 volte dell'attivita
laccasica prodotta d@rametes C3@uando il fungo viene cresciuto per otto giorniuin
terreno costituito da estratto di malto e tweene ¢avorisce la secrezione di enzimi,
addizionato con rame e acigeidrossibenzoico. L'aumento di attivita laccasicaa¥relata
alla produzione di isoforme minoritarie, con elevattivita specifica, indotte nelle condizione
di coltura descritte (Klonowska et al., 2001).

Una possibilita interessante € individuare, pecrisscita dei funghi, substrati naturali
facilmente disponibili e poco costosi, derivati adempio da scarti agroindustriali, che
possano al contempo stimolare la produzione diakiccSfruttando l'osservazione che i
funghi in grado di crescere e degradare i compigsiinocellulosici spesso producono elevati
livelli di laccasi, i materiali di scarto dell'indtria alimentare, come semi e fibre di orzo, sono
stati utilizzati come substrato di crescita pewersicolor(Lorenzo et al., 2002). In presenza
di questi composti grezzi si producono elevatillivéi laccasi; in particolare I'utilizzo di
fibre di orzo determina un aumento di 10 volte aajuantita di enzima secreto. Studi
successivi (Moldes et al., 2004) hanno dimostréi® w©elle condizioni descritte 'aumento
dell'attivita laccasica da parte @i versicolore dovuto alla presenza di due isoenzimi, Lacl e
Lacll, la cui produzione e fortemente influenzatallal tipologia di materiale
ligninocellulosico che viene utilizzato.

Infine Kaharman et al. (2003) hanno studiato ladpeione di laccasi da parte dei funghi
Coriolous versicolore Funalia trogii in differenti terreni sintetici e naturali, comedcque di
vegetazione che derivano dalla distillazione degticheri fermentati, in presenza e in assenza
di gambi di cotone. | risultati ottenuti hanno cermhato che queste acque di vegetazione sono
un substrato adatto per la crescita di entramhinghi e per la produzione di laccasi.
L’aggiunta di gambi di cotone aumenta i livelli @nzima nel brodo di coltura fino a 100
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volte. Questi risultati suggeriscono la possibitlitaitilizzare substrati grezzi ed economici per

la produzione di laccasi a livello industriale.

2.2.1 Laccasi del fungdrametestrogii

Trametes trogii201 (DSM11919) e un basidiomicetehite-rot studiato da anni nel
nostro laboratorio. Questo fungo € in grado di ddgre in modo efficiente i componenti del
materiale ligninocellulosico e, al contempo, € worb produttore di laccasi (Alfani et al.,
1990).

Il brodo colturale prodotto dai funghi contiene geaimente una laccasi principale ed un
certo numero di isoforme, alcune di queste stredtdaencorrelate, altre che differiscono per le
proprieta strutturali e catalitiche. La produziatiesoenzimi differenti & dovuta alla presenza
di geni multipli; I'espressione di alcuni di quegéni € up-regolata dalla presenza nel terreno
di coltura di induttori specifici quali rame, aciderulico o 2,5-xilidina (Collins e Dobson,
1997; Gianfreda et al., 1999; Palmieri et al., 2000

QuandoT. trogii viene cresciuto in coltura sommersa su terrenetsto addizionato con
estratto di lievito, produce una laccasi principalenominata Lccl, che e stata purificata e
caratterizzata (Garzillo et al., 1998). Lccl préagreso molecolare di circa 60000, potenziale
redox del rame di tipo 1 elevato (790 mV), puntoelsttrico acido ed un’intensa banda di
assorbimento nel visibile a 600 nm tipica delleidss blu contenenti rame. L’enzima
purificato catalizza I'ossidazione di numerosi casip fenolici € non, anche recalcitranti,
come ammine aromatiche e clorofenoli, presenta ldnottimale acido nei confronti dei
substrati fenolici, ed una termostabilita super@miguella di laccasi prodotte da alframetes
L’analisi della specificita di substrato indica dadaccasi Lccl di. trogii catalizza in modo
preferenziale l'ossidazione di fenoli sostituitieclpresentano in posizionato e/o para
almeno un altro sostituenteto/para orientante, capace di aumentare la densita eletarcul
gruppo ossidato (Garzillo et al., 1998).

Lo studio dei geni che codificano per le laccasirditrogii e del loro meccanismo di
regolazione ha permesso di individuare almeno guagtnilcc sul DNA genomico, il gene
lccl e stato isolato, mediante una strategia basala BAR, e caratterizzato (Colao et al.,
2003; 2006)

Per mezzo del protocollo RACE, un secondo geneaclidsi,lcc2, & stato clonato,
sequenziato e caratterizzato. Per la proteina tiadalla sequenza del DNA é stato calcolato
un peso molecolare del 56.800. La sequenza prafedatta dal cDNA presenta tutti i ligandi

del rame tipici delle ossidasi blu (una cisteinaieci istidine) e sei potenziali siti di
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N-glicosilazione. Il gendcc2 presenta un’identita del 69.2% e una similaritd &% con
I'isoforma principale Lccl (Colao et al., 2006)gknelcc2 é stato espresso Richia pastoris

e caratterizzato in questo lavoro di tesi. Lcc2seowa tutti i residui amminoacidici essenziali
per lattivita della laccasi, come l'aspartato aitu nella parte interna della cavita del
substrato. Tuttavia, Lcc2 presenta un pH ottimae ipsubstrati fenolici significativamente
piu alto della Lccl. Le proprieta catalitiche dic2csono state discusse in relazione alle

informazioni strutturali ottenute tramite modelimglecolare.

2.3 APPLICAZIONI BIOTECNOLOGICHE DELLE LACCASI

Per il tipo di reazione catalizzata, le laccassprgano un notevole interesse applicativo.
Dal momento che i substrati naturali delle lacsasnbrano essere lignina e composti da essa
derivati, vi sono diverse potenziali applicaziondustriali basate su questa proprieta. Una
delle applicazioni piu studiate e certamente mellistria della carta per la produzione di
paste di cellulosa dal legno o dalla paglia o pesdiancamento delle paste di cellulosa, per
sostituire i processi convenzionali che fanno usalté temperature, soda caustica, solfati o
solfiti (a seconda del tipo di carta o cartone dadprre) (Mayer e Staples, 2002). I
trattamento con la laccasi consente non solo tenete un efficiente sbiancamento delle
paste per la produzione di carta ma migliora arlehearatteristiche delle fibre ottenute.
Inoltre potrebbe essere utilizzata nel trattameldlle acque reflue dell'industria della carta
per ridurre gli elementi inquinanti e per generasorse rinnovabili (Youn et al., 1995;
Archibald et al., 1997). Infatti, puo essere utifita per la rimozione del colore dai materiali
utilizzati per la produzione di carta riciclata chpesso contengono inchiostro o in forna
immobilizzata, per rimuovere il cloro dai compadbrofenolici che sono presenti nei reflui e
sono inquinanti ambientali molto tossici (Leontiey®t al., 2001).

Un’interessante possibilita € quella di usare txdai in combinazione con i mediatori
che ne ampliano le capacita catalitiche: un esemp@formulazione brevettata col nome di
LMS, Laccase-Mediator-Systefignozym®-process), costituita da una combinanziain
laccasi diT. versicolore composti con sostitueni-OH, come l'idrossibenzotriazolo, che
nella loro forma ossidata sono degli agenti sbiaticaolto efficaci (Call e Miickel997).

Un altro settore nel quale potrebbe essere utthzizelaccasi e ihdustria dei cosmetici
la colorazione e decolorazione dei capelli previak di agenti chimici aggressivi che li
danneggiano e potrebbero essere sostituiti da @westima. Anche i pigmenti usati nelle
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applicazioni cosmetiche, come la melanina, possesgere ottenuti sfruttando le reazioni
ossidative catalizzate dalle laccasi.

Nell'ambito della sintesi organica un’altra importa applicazione della laccasi riguarda
I'ossidazione degli alcheni: in particolare quallalrametes hirsut& stata utilizzata a questo
scopo. Nel processo a due step I'enzima catalizaaapl'ossidazione di un substrato
primario, un mediatore aggiunto alla reazione, eilppediatore ossidato ossida I'alchene al
corrispondente aldeide o chetone: i risultati noiglisi ottengono usando come mediatore
I'idrossibenzotriazolo (Niku et al., 2000). La last pud essere impiegata per incrementare la
produzione di etanolo da materiale grezzo: la Isicsalata dal fungd . versicolor espressa
nel batterioSaccharomyces cerevisjaacrementa la resistenza agli inibitori fenojicesenti
nella cellulosa idrossilata (Larsson et al., 2001).

Molte sono anche le applicazioni neitlustria alimentare; ad esempio le laccasi,
immobilizzate su supporti appropriati come l'agawpspossono essere utilizzate per
rimuovere dal vino le sostanze fenoliche indesideche possono alterarne la qualita. (Servili
et al., 2000; Brenna e Bianchi, 1994). Gli stessitamenti possono essere effettuati nella
produzione di succhi di frutta (Stutz, 1993) edifathiasen, 1995) allo scopo di chiarificare
queste bevande. Inoltre, le laccasi sono impiggatetimare il contenuto di fenoli nei succhi
naturali o di catecolo nel té. (Stutz, 1993).

Nell'industria del legno sono stati recentemente studiati sistemi chito$anolici
accoppiati alle capacita fenolo-ossidative per proal adesivi per il legno (Svetlana e
Kainchang, 2003). Un’altra possibile applicaziohe sfrutta sempre le capacita delle laccasi
di agire su componenti della lignina é la produgiaih MDF (Medium Density Fiberboard),
un materiale attualmente utilizzato per la costmei di mobili e arredi per interni. La
manifattura di questo materiale si basa sulla faiore di una resina costituita da componenti
derivati dalla lignina nella quale sono inclusinfiaenti di legno che formeranno i pannelli. |l
processo di cross-linking che porta alla formaziatedla matrice prevede l'utilizzo di
composti tossici come la formaldeide che, non saogono in parte rilasciati nei reflui
durante il processo di lavorazione, ma possona@ssthe lentamente liberati nel luogo in
cui i prodotti finali verranno utilizzati creandor Wanno ambientale. La laccasi pud essere
utilizzata con vantaggio al posto della formaldendé processo di cross-linking per produrre
pannelli di qualita paragonabile.

Le laccasi sono state impiegate ancheampo farmaceutico per sintetizzare nuove
cefalosporine e per incrementare la sintesi di ngpa¢enziali antibiotici (Agematu et al.,
1993; Janse et al., 1998).
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| metodi dibioremediation basati sull'uso di enzimi mostrano, rispetto atletodologie
convenzionali, diversi vantaggi: hanno un impatibotto sugli ecosistemi, una richiesta
inferiore di energia, un facile controllo del prese, la possibilita di operare in un ampio
intervallo di pH, temperatura e forza ionica. In@|tin alcuni casi, gli enzimi da soli sono in
grado di trasformare composti tossici in sostaneaarpericolose o addirittura innocue senza
la necessita di una degradazione completa. Attugbnaon esistono ancora applicazioni
commerciali al riguardo. Uno dei maggiori ostacelirappresentato dal fatto che, nella
maggior parte dei casi, le sostanze xenobiotichendauna natura idrofobica e la loro
trasformazione enzimatica avviene con maggiorelitadn presenza di solventi organici;
questi ultimi tuttavia potrebbero avere effettib@mnti sugli enzimi coinvolti nel processo.
Tuttavia, in alcuni casi, la stabilita degli enzimio essere aumentata ricorrendo a tecniche di
immobilizzazione (Abadulla et al., 2000): la ladgaodotta dal fungdCoriolus versicolorsi
e dimostrata capace di ossidare i 2,4,6-triclovoliea 3,5-diclorocatecolo e 2,6-dicloro-1,4-
benzochinone ad una temperatura di 50 °C e pH L&0n{ievsky et al., 2000). Recenti
applicazioni in bioremediationncludono un sistemaex planta di fitoriciclaggio di
triclorofenolo e fenolo con I'impiego di una laccascreta.

Le laccasi possono giocare un ruolo importanteandégradazione degli idrocarburi
policiclici aromatici (PAH) che sono inquinanti amabtali recalcitranti e ubiquitari che si
formano dalla combustione incompleta di materiadjamici, soprattutto nelle operazioni di
raffinazione di carburanti fossili e nel loro imge (Blumer, 1996). La maggior parte dei
PAH a basso peso molecolare (fino a 3 anelli armmat molto tossica per gli organismi
acquatici (Moore et al., 1989). | composti ad gleso molecolare (4 anelli aromatici o piu)
sono altamente mutageni, teratogeni, carcinogenil’pemo e gli animali (Pahlman e
Pelkonen, 1997). Come emerso da vari studi, leakicsono in grado di ossidare questi
composti in presenza di mediatori, quali ABTS e HBMajcherzyk e Johannes, 2001).
Un'ulteriore applicazione della laccasi nel settarebientale riguarda il trattamento delle
acque di vegetazione degli oleifici, la cui produna & particolarmente elevata nell’area del
Mediterraneo. Durante il processo di estraziond'aliel si formano composti fenolici, in
particolare polimeri con struttura simile alla liga, altamente tossici e recalcitranti. A questo
proposito & stata valutata la possibilita di usadaccasi nella detossificazione delle acque di
vegetazione; si e visto, infatti, che alcuni ceglif?. ostreatugpossono utilizzare tali composti
come substrati di crescita, riuscendo a rimuoviere &l 76% degli elementi fenolici presenti
(Tsioulpas et al., 2002). Anche in alcuni ceppi fleigo Chalara paradoxa direttamente
isolati dalle acque reflue della lavorazione ddilbpe stata rilevata la produzione di laccasi
(Robles et al., 2000). Si e supposto che in guastjhi la laccasi possa giocare un ruolo
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fondamentale nella degradazione delle sostanze aluran fenolica, permettendo al
microrganismo di sopravvivere e svilupparsi in tebiente.

La laccasi pu0 essere utilizzata per monitora@ndambientali dovuti all'inquinamento
industriale. Alcuni composti presenti nei prodditscarto dell'industria del carbone, del gas e
dell'olio possono funzionare da substrati per lecési, che cosi puo diventare un buon
candidato per la fabbricazione 8iosensori La laccasi, infatti, puo essere facilmente
accoppiata con un elettrodo ad ossigeno che perrdettffettuare misure amperometriche
con buona sensibilita, consentendo, in tal modoqudintificare il grado di inquinamento
dovuto alla presenza nellambiente di composti itbsgGhindilis et al., 1992). Nella
costruzione di biosensori, la laccasi & statazatiiia anche per lo sviluppo di un nuovo
metodo enzimatico che permette di distinguere Idimedalla codeina; il sensore enzimatico
e stato costruito immobilizzando la laccasi e lacgkio-deidrogenasi su un elettrodo ad
ossigeno di Clark: la morfina & ossidata dalladaccon consumo d’ossigeno e rigenerata
dalla glucosio deidrogenasi. La laccasi non puddass la codeina, cosi il sensore é selettivo
per la morfina; questo metodo rapido e tecnicamentaplice permette di discriminare la
morfina dalla codeina in meno di un minuto (Baueale 1999).

Per quanto riguardiéndustria tessile e dei colorantici sono dei processi gia affermati
che usano laccasi per lo shiancamento di fibrelitesel 1996 la Novozyme ha lanciato
un’applicazione per ottenere l'effettstone washingsul denim, denominata DenilLite®
(Duran, 2000). Esistono oltre 100.000 coloranti owrcialmente usati, (Zollilnger, 2000) e il
settore del tessile detiene i due terzi dell'interercato dei coloranti. La laccasi puo essere
adoperata con vantaggio sia come agente shiancealefabbricazione delle stoffe che come
agente per la rifinitura del prodotto (pud determnéhuna maggiore luminosita e solidita dei
colori dei tessuti). Infine, anche in ambito donwstpotrebbe essere utilizzata per eliminare
il colore che si libera durante il lavaggio daglilumenti e che si pud depositare su altri capi.

Dal momento che la laccasi € in grado di ossidanéii momposti colorati pud essere
adoperata efficacemente petrdttamento di reflui che li contengono ed e proprio questo |l
campo verso cui sono rivolte molte delle nostrespreperimentali. Infatti i coloranti sintetici,
largamente utilizzati in numerosi settori indudiriaono prodotti in grandi quantita e il loro
rilascio nell’ambiente & causa di inquinamento titd@sce un fattore di rischio per la salute. |
coloranti presentano un’ampia diversita strutturdle classi di composti chimici piu
frequentemente impiegate sono di tipo azoico, maosadoperati anche composti
antrachinonici, indigoidi e triarilmetani. Numerosietodi fisici, come I'adsorbimento su
matrici, sono stati sviluppati per il trattament deflui, ma non sono selettivi e spesso sono

poco efficienti. Invece, I'utilizzo di microrganisno comunque di enzimi ossidativi € una
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tecnologia alternativa che presenta numerosi vgntagali I'abbattimento dei costi di

processo e la completa mineralizzazione dei compaablecole non tossiche.

2.4 | COLORANTI

2.4.1 Storia dei coloranti

Fin dai tempi degli uomini delle caverne, che afftaono le grotte con varie
rappresentazioni di caccia e funerarie, ad arriegfteEgiziani, ai Greci e ai Romani, il colore
e stato un costante compagno della civilta. L'usd abloranti &€ un’arte molto antica, e
sicuramente i coloranti vegetali sono noti primladgadizione scritta. Fino a due secoli fa la
maggior parte dei coloranti erano di origine velgetaanimale e 'arte della fabbricazione era
un segreto complicato tramandato da una generazlta#ra. | coloranti venivano estratti
dalle piante essenzialmente macerando radici,gaglbacche in acqua. Gli estratti spesso
venivano bolliti e poi filtrati; in alcuni casi em@ecessario acidificare o basificare per poter
liberare il colorante dai tessuti vegetali. Anclapplicazione dei coloranti sul tessuto era un
procedimento complicato, e si applicavano dei matideer fissare il colorante o anche per
modificarne il colore. Del gran numero di coloramiturali, solo un esiguo numero (circa una
decina) € ancora in uso grazie alla sua stabilita.questi figurano il robbio, che € uno dei
coloranti piu antichi. Si dice che Alessandro ilaGde abbia usato questo colorante, dal
brillante colore rosso, per ingannare i Persianuma battaglia delicata. L'analisi chimica
moderna ha permesso di stabilire la struttura olelrante presente nelle radici della robbia: si
tratta di alizarina molto simile a un altro anticolorante, 'henneé o lawsone (proveniente
dalle foglie della pianta indiana Lawsonia), orgidi una lunga serie di coloranti rossi
sintetici. Un altro colorante vegetale molto anteedindaco: estratto dalla piantadigofera
tinctoria, esso € noto in Asia da piu di 4000 anni. Oggidéco viene preparato per sintesi e
viene utilizzato soprattutto nella produzione d#u'jeans”. Il colorante Porpora di Tiro, il cui
nome sembra derivare dal termine grgmophyra € tratto da uno speciale prodotto di
secrezione di molluschi della famiglrpuridae appartenente al genere dattarex; € un
dibromoderivato dell'indaco ed era il miglior codmte dell’antichita. La porpora era un
colore riservato ai re in quanto era estratta@eqie quantita ed il suo costo era elevatissimo.

Prima del 1856 tutti i coloranti provenivano datfamaturali. In quell’anno tuttavia una
casuale scoperta del chimico inglese W.H. Perkittedmizio allo sviluppo dell’enorme
industria dei coloranti sintetici. Perkin, che ell@aveva solo 18 anni, cercava di sintetizzare la

33



chinina e siccome a quei tempi il dato struttugaiacipale era la formula molecolare, penso,
basandosi su di essa, che fosse possibile arrigdge chinina per ossidazione della
alliltoluidina. Egli preparo l'alliltoluidina e laossido con bicromato sodico, senza peraltro
ottenere il prodotto voluto, dato che l'alliltolumé non ha alcuna relazione strutturale con la
chinina. Tuttavia ottenne dalla reazione un préaipirosso bruno che lo interesso, tanto che
decise di provare la medesima reazione su una faseemplice, I'anilina. Trattando il
solfato di anilina con bicromato di potassio egteone un precipitato nero, che poteva venir
estratto con etanolo per dare una soluzione di fiegrolor porpora, che si dimostro poi un
buon colorante per tessuti. Avendo ricevuti molkbge dai coloristi, Perkin diede le
dimissioni dal Royal College e fondo l'industriagiese dei coloranti dal catrame di carbon
fossile. Egli ebbe un grande successo come indieste poté ritirarsi a soli 36 anni per
dedicarsi esclusivamente alla ricerca scientificeolorante da lui sintetizzato nel 1856 ebbe
il nome di mauveina, ma la sua struttura vennelgtaboltanto molto piu tardi (Meth-Cohn,
1995). Esaminandola, e chiaro che Perkin uso anilmpura, contenente anche le tre
toluidine isomere. La mauveina fu il primo colamersintetico, ma ben presto vennero
scoperti in Francia (1859) i coloranti del trifiemnétano, tra cui la pararosanilina, il verde
malachite e il crystal violetto.

Ad essi seguirono l'alizarina sintetica (Graebéiebermann, 1868), I'indaco sintetico
(Bayer, 1879) e i coloranti azoici (Griess, 186R)iti questi coloranti vengono sintetizzati
dall'anilina e dalle toluidine (orto, meta e pa®)da composti aromatici come benzene,
naftalene ed antracene, tutte sostanze contenlizainame di carbon fossile, un materiale
grezzo ottenuto per distillazione del carbone. lcapsrta di Perkin trasformo questo
materiale, che prima era considerato una seccdiwativo odore, nella base di un’industria
multimiliardaria. Oggi gli stessi prodotti di pantea possono venir ricavati dal petrolio come
sottoprodotti della raffinazione della benzina,icosé molti coloranti sintetici sono ancora in

uso, anche se non provengono piu dal catrame dmbrcdossile.

2.4.2 Classificazione

In una molecola di colorante si distinguono duetipdrcromoforo e I'auxocromo. Il
cromoforo e la parte responsabile del colore edjuirnin grado di assorbire una frazione della
radiazione visibile (400-700 nm). L'auxocromo éparte responsabile del legame con il
supporto (leghera la molecola al substrato da te)ge in genere anche della solubilita del

colorante.
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Esistono fondamentalmente due classificazioni déranti: una tecnica, nella quale i

coloranti sono raggruppati a seconda della modadiitapplicazione(acidi, basici, reattivi,

diretti), e una chimica che li ordina in riferimenélla loro struttura chimica e, pertanto,

risulta piu interessante da un punto di vista gifiea. In base a quest'ultima classificazione

possiamo distinguere:

» coloranti azoici, caratterizzati dalla presenza di uno o piu cramofazo” (-N=N-).

L’'importanza dei gruppi azo risiede nel fatto chedificando la funzionalita alle due
estremita si pud0 modulare colore e solubilita. Bed al numero di gruppi “azo” si
distinguono coloranti mono-, di- e triazoici. Glza@ci rappresentano circa il 70% dei
coloranti utilizzati nell'industria. Si ottengoncerapre tramite opportune reazioni di
diazocopulazione. L'azobenzene e praticamente anepl ma un aumento della
complessita strutturale, con [linserimento di d$tmeg aromatiche polinucleari, e
soprattutto con la presenza di gruppi polari ioem@me il gruppo amminico e il gruppo
fenolico determina la comparsa di colori intensthan fino al nero. Nel Rosso Para, il
nitrogruppo da un importante contributo al sistesoaiugato. Nel Blu Diretto, il sistema

coniugato e straordinariamente esteso.

05
OoN \|/:~\\\\ 035
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Blu Diretto 2B HoN
Rosso Para 2

nitroso coloranti, presentano nella loro struttura un gruppo nitr@$dO), associato
all’lOH fenolico in posizione orto. Una simile stiurta € in equilibrio tautomerico con una

seconda forma, detta chinonossina.
N=0 e M—OH
T =71
OH -0

Composti con un gruppo di questo tipo, soprattatia forma chinonossinica, sono in
grado di formare dei complessi coi metalli, sitaajuindi di tipici coloranti a mordente. |
coloranti di questa serie vengono definiti poliggnil loro colore & funzione del metallo
utilizzato per formare il complesso; attualmentecwmmmercio sono ancora presenti
esclusivamente prodotti mordenzati con ferro, callg formano lacche verdi, mentre con

il cromo formano lacche brune.
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» nitro coloranti, contengono un gruppo “nitro” (-N in posizione orto rispetto
all'ossidrile  fenolico  (idrossinitrocoloranti) o al gruppo  imminico =NH
(imminonitrocoloranti). Tra i primi uno dei piu seiiti € il giallo acido 24 detto anche

giallo Martins.

Iy

N,
GIALLD ACIDO 24

» coloranti del diarilmetano, considerati derivati del difenilmetano, nel quatie atomi

di idrogeno vengono sostituiti con un gruppo chatainico.

™,
J/,CZNH gruppo CHETOIMMIMICO
Agli anelli aromatici vanno invece aggiunti dei ppi attivanti

(generalmente gruppi amminici semplici 0 sostifuiti

(CH3)2 N‘@'ﬁ‘@“(c"'a}z
+

MH =
cl” GIALLD BASICO 2

» coloranti del trifenilmetano Costituiscono una classe molto numerosa di spstan
coloranti caratterizzate dalla presenza nella toodecola di tre gruppi aromatici uniti allo
stesso atomo di carbonio, i loro cromofori sond gruppo del fucsone o il gruppo della

fucsonimmina.

KC/ ““MC/
< gruppo ; gruppo
] del fucsone MH  della fucsoimmmina
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Gli altri due anelli aromatici sono generalmentstioiti in para con gruppi ossidrili o

amminici. Sono molto usati come coloranti per inshii. Sono carbocationi stabilizzati

dall’'estesissima coniugazione.

Violetto Cristalli

(H3C)oN N(CHa)z
N(CH3)> O + O
O Verde Malachite

coloranti indigoidi, il cui nome e dovuto all'indaco, colorante naterearatterizzato dal

cromoforo:

dove X e un gruppo aromatico pilt 0 meno cosyue

coloranti antrachinonici, contengono il cromoforo antrachinonico inseritaun sistema

pill 0 meno complesso. L'antrachinone e alcuni si@oivati costituiscono le sostanze di

partenza per la preparazione di numerosi colortarttp che oggi costituiscono il secondo

gruppo piu esteso per importanza commerciale. eRtaso una gamma di colori dal blu

al giallo.

0
|

antrachinone
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» coloranti azinici, che presentano un gruppo azinico come cromoforo.

M.
Terse”
e T

cromoforo azinico

Nei coloranti ossazinici e tiazinici, un atomo dioto € stato sostituito con un atomo di

ossigeno (ossi-) o di zolfo (tio-) .

onroforo ossazinico e tiazinico

2.4.3 Utilizzi e svantaggi

Negli ultimi anni c’e stato un aumento dell'intesesverso la protezione ambientale.
Molti coloranti chimici sono utilizzati in varie @ficazioni industriali come l'industria tessile,
alimentare, farmaceutica, cosmetica, del cuoio,@lite 100000 coloranti sono disponibili in
commercio, con una produzione mondiale di circanilione di tonnellate annue, di cui il 60-
70% é rappresentato da azocoloranti. (Carliell.efl895; Stolz, 2001; Adedayo et al., 2004).

| coloranti sono principalmente prodotti di sintesivengono impiegati per il 60%
nell'industria tessile e per il rimanente nell'iredia della carta, delle resine, della plastica,
del legno, delle vernici e nell'industria degliragnti.

Nelle industrie tessili, a causa del basso livdilefficienza del processo di fissazione del
colore (tra il 60 e il 90%) sulle fibre, grosse gt di coloranti vengono rilasciate negli
scarichi industriali (Pons et al., 2005). Ques#rgxhi sono caratterizzati da forte colore, alto
pH, alte temperature, e alti valori di COD (domarualogica di Q) e TOC (richiesta
chimica di Q) (Daneshvar et al., 2005). La presenza di anoteol@ quantita di coloranti &
altamente visibile, antiestetica e influenza lasperenza dell’acqua e conseguentemente
anche l'attivita fotosintetica degli organismi aeatjai e la solubilita dei gas in laghi, fiumi e
altri corsi d’acqua (Benat et al., 1996; Nassaragtly, 1997; Nigam, 2000). | coloranti e i
loro prodotti di degradazione sono poi spesso cageai (Levine, 1991). Una ricerca sulla
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mutagenicita degli effluenti mostra che le industtessili producono la quantita piu
consistente di composti altamente mutageni se catgaon altri scarichi industriali (Houk,

1992). Studi effettuati su 45 effluenti dell’induat tessile hanno indicato che il 27% dei
campioni delle acque di scarico erano mutageni [@itzwa di Ames (Carhy, 1997). Fin dal
1895 si e osservato un aumento del cancro allaczesegli operai addetti alla produzione dei
coloranti (Rehn, 1895).

Gli azocoloranti costituiscono la classe di coldirgeiu utilizzata nelle applicazioni
commerciali (Zollinger, 1991) in particolare neldustria tessile. La riluttanza degli
azocoloranti pud essere attribuita alla presenzagrdppi solfato e legami azo, due
caratteristiche considerate generalmente xenoh®{Rieger et al., 2002). Gli anelli sostituiti
del naftalene e del benzene sono costituenti comhegli azocoloranti e sono stati identificati
come agenti potenzialmente cancerogeni (IARC, 1988¢he se non tutti gli azocoloranti
sono tossici di per se, la maggior parte dei losgainoliti lo €; infatti in ambiente acquatico
posSsono essere convertiti in ammine aromatichenpitnente cancerogene e/o mutagene
(Ganesh, 1992; Abadulla, 2000).

2.4.4 Metodi di rimozione

Tutti i coloranti sintetici impiegati nell'indusaitessile sono generalmente costruiti per
resistere allo shiancamento a contatto con sudap®mne, acqua e agenti chimici, sono quindi
composti caratterizzati da elevata stabilita allee| alla temperatura, agli agenti ossidanti e
agli agenti microbici; per questo una volta fimigli effluenti sono difficili da degradare
(Meyer, 1981; Reife et al., 1993; Seshadri et 894). La legislazione sempre piu rigorosa e
una crescente consapevolezza dell'impatto ambgntggativo di questi composti ha
provocato negli ultimi anni un aumento degli stsui processi di degradazione dei coloranti e
lo sviluppo di diverse tecniche. Questi metodi dgdazione comprendono metodi fisici,
chimici e biologici. | metodi fisici e chimici (Tab2.1) come adsorbimento, filtrazione,
coagulazione, ossidazione, radiazioni ionizzanipr@azione, etc., presentano differenti
capacita di decolorazione ma risultano generalmeososi, poco efficienti e sovente
generano prodotti secondari che necessitano amtioméri trattamenti (Bhatt et al., 2000;
Chang et al., 2003). Fra questi ad esempio la dazigne e I'adsorbimento generano grandi
quantita di fanghi che presentano ulteriori probldimsmaltimento. La degradazione chimica
con agenti ossidanti come il cloro € tra i metadigfficaci ma produce molti prodotti tossici,
quali composti a base di organo-cloro (Kim et aD02). Anche la fotoossidazione con

UV/H,0O, o UV/TIO, necessita di prodotti chimici addizionali e causa inquinamento
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secondario (Daneshvar et al., 2003). C’e quindemorme interesse nello sviluppare una via

pil economica ed efficace. Per questo un’interdesaternativa e rappresentata dai processi

biologici che sono piu convenienti, producono meango e sono piu rispettosi per
I'ambiente (Applin et al., 2000; Hao et al., 2000;Callum et al., 2000; Arslan-Alaton et al.,

2002). Molti microrganismi, compresi funghi, baitdreviti e alghe, possono decolorare e

perfino mineralizzare completamente molti azocaltren determinate condizioni ambientali
(Delee et al., 1998; MCMullan et al., 2001; Std?901; Rai et al., 2005; Van der Zee e

Villaverde, 2005). In particolare risulta interestal'impiego degli enzimi che agendo in

bassa concentrazione ed essendo facilmente biatddgliagarantiscono un basso impatto

ambientale ed inoltre sono prodotti da organisnventi (generalmente funghi o batteri)

facilmente coltivabili.

Tabella 2.1 — Vantaggi e svantaggi dei metodi chimico-fisicironozione dei coloranti dagli
effluenti industriali (Robinson et al., 2001).

Physical/chemical methods

Advantages

Disad vantages

Fentons reagent

and insoluble dyes
Ozonation

Photochemical

NaOCI

Cucurbituril

Electrochemical destruction
Activated carbon

Peat

Wood chips

Silica gel
Membrane filtration
lon exchange
Irradiation

Electrokinetic coagulation

Effective decolourisation of both soluble

Applied in gaseous state: no alteration of volume
No sludge production

Initiates and accelerates azo-bond cleavage
Good sorption capacity for various dyes
Breakdown compounds are non-hazardous
Good removal of wide variety of dyes

Good adsorbent due to cellular structure

Good sorption capacity for acid dyes
Effective for basic dye removal
Removes all dye types
Regeneration: no adsorbent loss
Effective oxidation at lab scale

Economically feasible

Sludge generation

Short half-life (20 min)
Formation of by-products
Release of aromatic amines
High cost

High cost of electricity

Very expensive

Specific surface areas for
adsorption are lower than
activated carbon

Requires long retention time
Side reactions prevent
commercial application

Concentrated sludge
production

Not effective for all dyes
Requires a lot of
dissolved 02

High sludge production

2.4.5 Utilizzo delle laccasi per la decolorazione

Molti studi hanno dimostrato che i fungivhite-rot possono degradare un’ampia varieta

di coloranti strutturalmente differenti come azagrachinonici, eterociclici, triarilmetano,

etc., utilizzando il loro sistema enzimatico: ligai perossidasi, manganese perossidasi e

laccasi (Cripps et al., 1990; Vicun™a et al., 198@jnfling et al., 1998; Swamy e Ramsay,
1999; Nyanhongo et al., 2002).
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Il sistema lignolitico di Pleurotus sppé stato intensamente studiato e sembra
rappresentare una buona alternativa per la bioratn@d di questi inquinanti (Cohen et al.,
2002). Colture sommerse d?leurotus sajor-cajuPS2001 sono state saggiate per la
decolorazione dei coloranti tessili su piastrduiigo € stato coltivato su mezzi formulati con
segatura di pino e I'enzima extracellulare prodettstato utilizzato per la decolorazione di
coloranti tessili in coltura liquida. Coloranti tipo antrachinonico sono stati utilizzati come
substrato per il sistema enzimatico Blieurotus sajou-cajulLe prove su piastra hanno
mostrato che il colorante antrachinonico ReactiveeB220 pud agire da mediatore della
reazione enzimatica permettendo la degradazion@eagioccomposti azo. Reactive blue 220 e
Acid Blue 280 sono completamente decolorati ine360 minuti, mentre gli azocoloranti
mostrano resistenza alla degradazione (Fernaralaz€07).

Anche le laccasi prodotte da alcuni funghi white-del generelTrametessono state
valutate per le loro capacita di degradare alcaluranti in presenza e non di mediatori redox
(Soares et al., 2001). La laccasiTdihirsutasi € dimostrata capace di degradare coloranti
utilizzati in campo tessile di tipo azo, indigo etrachinonico (Abadulla et al 2000).
L’'immobilizzazione dellenzima ha permesso di o#en una maggiore termostabilita e
resistenza verso alcuni inibitori e una riduzionéodsicita dei coloranti fino all’'80% (Torres
et al., 2003)ll range di substrati e la capacita di decoloragidella laccasi possono essere
aumentati includendo nella reazione un mediatod8TS é uno dei mediatori che sono stati
piu studiati per questo scopo (Collins et al., )998

La possibilita di utilizzare le laccasi nella dedmaione di coloranti sintetici, che sono
presenti nelle acque reflue di molte industrie, porta la necessita di trovare le condizioni
ottimali per questo processo.

L’esperienza condotta nel nostro laboratorio snéentrata, in una prima fase, sulla
degradazione di tre coloranti da parte della laceaaggioritaria Lccl prodotta dal
basidiomiceteT. trogii, che é stata utilizzata in forma immobilizzatapmesenza o meno di
mediatori. In una seconda fase del lavoro un metihdareening piu rapido ha consentito non
solo di studiare la degradazione di un numero nuagdili coloranti da parte della laccasi
Lccl wt in diverse condizioni, ma anche di confeset questo enzima con forme
ricombinanti. E stato inoltre utilizzato un metodo ottimizzazioni delle variabili nella

decolorazione di due coloranti.
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2.5 ESPRESSIONE ETEROLOGA

Affinché le laccasi possano essere utilizzate Ipeapplicazioni citate € necessario
disporre di notevoli quantita di enzima e possikitte con caratteristiche vantaggiose dal
punto di vista biotecnologico. In questa otticarpbbe risultare promettente l'uso della
tecnologia del DNA ricombinante: il clonaggio dimgeche codificano per laccasi e la
produzione eterologa di proteine ingegnerizzatarefibero la possibilita di ottenere cospicue
quantita di enzima a bassi costi e con propriepsitamente modificate.

La scelta di un sistema di espressione ottimal@lgonmportante per I'espressione di un
gene eterologo. Dopo aver identificato e isolatoséguenza nucleotidica di interesse, e
necessario scegliere un vettore idoneo per I'esfmes nell’organismo ospite scelto: possono
essere impiegati plasmidi, fagi, cosmidi e cromasantificiali di origine batterica, di lievito
0 umana (rispettivamente BAC, YAC e HAC; lkeno &f 4998). Alcuni vettori possono
integrarsi nel genoma dell'ospite, altri possonosees mantenuti come elementi
extracromosomali, anche in diverse centinaia diec@er cellula. Un vettore di espressione
deve essere sempre caratterizzato da: un promatgrado di regolare I'espressione genica,
uno o piu marcatori di selezione, siti di termimemd della trascrizione, siti multipli di
clonaggio.

| microrganismi principalmente utilizzati nell’egssione eterologa sono batteri, come
Escherichia colie lieviti; questi ultimi sono utili soprattutt@incasi in cui le proteine ottenute
nei batteri siano instabili o prive di attivita lagica. L'utilizzo di lieviti come ospiti per
I'espressione eterologa presenta altri vantaggstjumicrorganismi sono in grado di crescere
abbastanza velocemente su terreni semplici raggndaydensita cellulari elevate, ed inoltre
sono capaci di dar luogo a modificazioni post-t@doali, che non si realizzano nei
procarioti. Le principali modificazioni apportateraprendono la glicosilazione delle proteine
prodotte in forma secreta, la corretta formazionepdnti disolfuro, reazione mediata

dall’enzima disolfuro isomerasi e il processamatiteequenze segnale.

Tra i lieviti utilizzati per la produzione di prote eterologhe vanno ricordati:
» Saccharomyces cerevisjampiegato da anni nella panificazione e nelladpzone
di birra;
> Pichia pastoris che puo utilizzare metanolo come unica fonteadbonio;
» Kluyveromyces lactjs utilizzato industrialmente per produrre I'enzima

[3-galattosidasi;
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» Schizosaccharomyces pombkevito che si duplica per fissione anziché per
gemmazione;

» Yarrowia lipolyticg che utilizza gli alcani come substrato per cresce

Tra questi, i lieviti comunemente piu utilizzatirdeespressione eterologa di geni eucariotici
sSonosS. cerevisiae P. pastoris

S. cerevisiaee un ascomicete unicellulare ampiamente studiatam punto di vista
fisiologico e genetico; queste conoscenze conserdonttimizzare facilmente la produzione
della proteina di interesse (Gellisen et al., 1990n sorprende quindi che il primo vaccino
prodotto mediante ingegneria genetica e autorizziita FDA per la somministrazione
sull'uomo, l'antigene di superficie dell’epatite B stato prodotto proprio in questo
microrganismo (Valenzuela et al.,1982). Spessadéeme ricombinanti vengono prodotte in
forma secreta, facilitandone la purificazione dazao di coltura. A questo scopo la sequenza
genica di interesse viene fusa con quella che icadgder un peptide segnale di secrezione in
modo da ottenere una proteina chimerica che éciditgs nel mezzo di coltura in modo
efficiente; particolarmente utilizzato nei vettaiti espressione commerciali e il peptide
segnale delti-factor diS. cerevisiaeTuttaviaS. cerevisia@resenta alcune limitazioni come
ospite per I'espressione di proteine eterologhéattini livelli di prodotto, ad eccezione di
pochi casi, sono generalmente bassi e possonam@ral massimo al 1-5% del totale delle
proteine prodotte ed in alcuni casi il trasferintedt scala del processo di produzione puod
essere difficile da realizzare (scale-up). Il lievs. cerevisia& stato utilizzato come ospite
per I'espressione di laccasi di alcune specie fumgbttenendo livelli di proteina ricombinante
piuttosto bassi. Le laccasi @oriolus hirsutussono state le prime ad essere espresse in
S.cerevisiae(Kojima et al., 1990), ma la presenza della pratefitombinante é stata
analizzata solo tramite un saggio qualitativo iaspia che si basa sulla formazione di aloni
colorati attorno alle colonie in seguito allossidme di un substrato cromogenico, il
guaiacolo, da parte della laccasi.

Anche il gendcc?2 del fungoT. versicolor che codifica per la laccasi principale, é stato
espresso irS. cerevisiaeed e stato osservato che la produzione di enztthe alipende in
modo significativo dalla temperatura alla qualeneidatto crescere il lievito; in particolare la
maggiore produttivita si ottiene coltivando il mocganismo a 19°C (Cassland et al., 1999).

Recentemente sono stati espressh.rterevisiae cDNA dei geni che codificano per le
laccasi di due ascomiceti termofilMyceliophtora termophila(Bulter et al., 2003) e
Melanocarpus albomycegKiiskinen et al., 2004) che producono enzimi jgatarmente

interessanti in vista delle applicazioni industrigfatti, queste laccasi sono termostabili e
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presentano buona attivita a valori di pH viciniupsriori alla neutralita; quindi questi enzimi
possono operare efficientemente nelle condiziahzzéte nei processi di decolorazione della
pasta di cellulosa e nel risanamento di acqueeeflu

Kiiskinen et al (2002) hanno espressdincerevisiad cDNA del gendacl, isolato dal
fungoM. albomycesed hanno considerato l'influenza di peptidi ségmaesenti all’estremita
N- e C-terminale sui livelli di proteina ricombirtenprodotta. L'espressione Hicl € stata
migliorata utilizzando il peptide segnale delfactor di S. cerevisiaeper dirigere la
secrezione invece del segnale di secrezione ndtietire e risultato vantaggioso esprimere
versioni tronche del gerlacl all’estremita 3’, suggerendo cBe cerevisia@on e in grado di
processare correttamente I'estremita C-termindla geoteina.

Bulter et al (2003) hanno ottenuto una laccasimicmante esprimendo il cDNA del gene
Mtl, isolato daMyceliophthora thermophilan un ceppo dB. cerevisiaéncapace di secernere
proteasi. Al fine di migliorare i livelli di prodizne della laccasi in forma attiva, sono state
utilizzate tecniche di evoluzione diretta, impiedarsia metodiche di mutagenesi random, che
di ricombinazione in vitro ed in vivo. In questo dw l'attivitd laccasica secreta e stata
migliorata di 170 volte rispetto al livello di pariza. Le modificazioni che determinano
I'incremento piu significativo nei livelli di prodiione introducono all’estremita C-terminale
un sito di riconoscimento per la proteasi di liewtex2 che consente una corretta maturazione
della proteina ricombinante. Infine, il peso molece dell’enzima ricombinante prodotto in
S. cerevisiaee risultato essere ben maggiore rispetto a quiglta proteina nativa: questo
incremento € dovuto alla iperglicosilazione opedahlievito.

Piscitelli et al. (2005) hanno studiato I'espremsiceterologa di alcune isoforme delle
laccasi diP. ostreatussia in S. cerevisiaeche in Kluyveromyces lactjsdimostrando la
maggiore efficienza di questo lievito non convenaie. Infatti,K. lactis& un microrganismo
che mostra molte qualita positive per la produzidngroteine ricombinanti, quali la capacita
di crescere su substrati economici, una bassa s@pre da catabolita, una maggiore
efficienza di secrezione rispetto & cerevisiaeed infine eccellenti caratteristiche nello
sviluppo di processi fermentativi su larga scéa.cerevisiaesi € dimostrato capace di
secernere solo scarse quantita di enzima moltglipesilato, mentre accade esattamente |l
contrario peK. lactis

Un’altra interessante alternativa ai sistemi coai@mali € il lievito Yarrowia lipolytica
che é stato utilizzato come ospite per I'espregsdiruna laccasi codificata dal gdaelllb di
T. versicolor(Jolivalt et al., 2005). In questo caso il peptsagnale nativo si € dimostrato piu

efficiente nel dirigere la secrezione rispetto a@pfde segnale della proteasi alcalina
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esocellulare XPR2, ed i livelli di laccasi ricoméirie ottenuti sono superiori a quelli ottenuti
in S. cerevisiae

Tuttavia il lievito che produce i livelli di laccasicombinante piu elevati riportati in
letteratura eP. pastoris Questo ascomicete € particolarmente utile pesptessione di
proteine ricombinanti in quanto presenta, coB8ecerevisiaetecniche di manipolazione
genica semplici e ben caratterizzate, ed inoltrd kantaggio di produrre livelli di proteine

piu elevati.

2.5.1 Espressione ifPichia Pastoris

Pichia pastoris tra i sistemi di espressione eterologa, preseltiana caratteristiche
generali che lo rendono particolarmente interegsant
» puo produrre proteine ricombinanti ad alti livelli;

» puo introdurre modificazioni post-traduzionali mefiroteine, come la glicosilazione e la
formazione di ponti disolfuro analogamente agliaiati superiori;
» le proteine, in presenza di un peptide segnalesqmusessere secrete.

P. pastorisé un lievito metilotrofo, capace di utilizzareniletanolo come unica fonte di
carbonio. Il primo passaggio nel metabolismo defamelo € catalizzato dall’alcol ossidasi e
consiste nella sua ossidazione a formaldeide isep@a d’ossigeno; dal momento che si
produce anche perossido d’idrogeno, questa reazionealizza in organelli specializzati, i
perossisomi, che consentono di mantenere sepapabidotti tossici dal resto della cellula.
I geneAOX 1codifica per I'alcol ossidasi maggioritaria pregentlla cellula; quest’enzima
rappresenta circa il 30 % delle proteine totaliubdi in cellule cresciute in presenza di
metanolo come unica fonte di carbonio. Infattildéd ossidasi ha una bassa affinita per,I'O
molecolare €P. pastorisproduce elevate quantita di quest’enzima per nnanéeattivo il
metabolismo.

L’espressione dAOX 1é sotto il controllo di un promotore fortementgakato, indotto
dalla presenza di metanolo; questo € uno dei prm@iu utilizzati nella regolazione
dell’'espressione di proteine eterologhe Hn pastoris.In cellule cresciute in presenza di
glucosio questo promotore € represso fortementatrsme@ indotto quando le cellule sono
trasferite in un terreno che contiene metanolo camea fonte di carbonio e la sua
espressione incrementa di 1000 volte quando qui@situ viene aggiunto al terreno di
coltura.

L’espressione di proteine eterologhe M pastorispud essere sia intracellulare che

esocellulare e la secrezione richiede la presenaa geptide segnale nella proteina espressa
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per guidarla alla via secretoria. Sono state utlie diverse sequenze che codificano per il
segnale di secrezione, quali la sequenza segndle-dactor di S. cerevisiag ma anche
sequenze segnale native delle proteine eterologiterdsse.

Il vantaggio principale di ottenere proteine eteghle secrete nel mezzo di coltura é che
P. pastoris secerne quantita molto basse d’altre proteine @atsoprattutto quando |l
microrganismo € cresciuto in un terreno minimogqureste condizioni le proteine eterologhe
rappresentano la frazione principale delle proteipesenti nel brodo, facilitando
notevolmente i passaggi di purificazione.

Negli studi sull’espressione delle sequenze cadliticper le laccasi d?. sajor-cajueT.
versicolor é stato visto che i livelli piu elevati di laccasiottengono utilizzando il peptide
segnale nativo (Jonsson et al., 1997; Gelo-Pujial.et1999; Soden et al., 2001). Questo
risultato, pero, non sembra essere generalizzaifatti, nella produzione della laccasi
codificata dal gendacl da P. cinnabarinusin P. pastoris,non si osservano differenze
significative utilizzando la sequenza nativa o tuekell’'a-factor di lievito (Otterbein et al.,
2000). Infine, la caratterizzazione preliminareattune di queste laccasi ricombinanti ha
mostrato che queste proteine sono quasi semprgliqusilate, sia pure in modo inferiore
rispetto a quelle prodotte B. cerevisiaeP. pastorisrealizza, a carico delle proteine secrete,
un tipo di glicosilazione N-linked ricca in mannmsima la catena oligosaccaridica € molto

piu corta di quella prodotta & cerevisiae

Trasformanti stabili dP. pastorispossono essere generati per ricombinazione omologa
tra DNA lineare e regioni del genoma dell'ospiten milarita elevata. Questi trasformanti
mostrano un’estrema stabilita anche in assenzaedsne selettiva o0 quando sono presenti
copie multiple del gene che codifica per la praesterologa.

| vettori di espressione utilizzati in questo lavgoresentano il genéllS 4 per la
selezione, ed i trasformanti possono essere oitpruteventi di inserzione genica al locus
HIS 4 o0 al locusAOX 1 dell'ospite; tali eventi possono essere il risaltdi uno scambio
singolo, oppure di una sostituzione genica cheaiaza per doppio scambio.

Sebbene alcune proteine eterologhe siano stateofpgodn quantita significative
utilizzando colture dP. pastoriscresciute in beuta, le produttivita piu elevatasdi norma
ottenibili solo coltivando il microrganismo in feantatore, in quanto il controllo dei
parametri ambientali permette di ottenere coltudemsita cellulare piu elevate. L'impiego di
colture ad alta densita e importante soprattuttia peoduzione di proteine secrete, in quanto
la concentrazione del prodotto € proporzionale aflacentrazione di cellule presenti nel
fermentatore. Infine, la crescita in fermentatos¥nmette di controllare opportunamente i

livelli di ossigeno disciolto. Per utilizzare il ta@olo, le cellule diP. pastoris devono
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consumare una grossa quantita di ossigeno e laizmte di proteine ricombinanti € ridotta
drasticamente quando i livelli di ossigeno discdtendono a valori critici, situazione che
puo verificarsi con una certa frequenza quandauleelin attiva crescita sono coltivate in
beuta.

La modalita di processo che € normalmente utilezagr la produzione di proteine
eterologhe con colture ad alta densit®dpastorise quellafed-batcha tre stadi (Higgins e
Cregg, 1998). Per ottenere la produzione della bssa, il microrganismo viene fatto
crescere su un terreno salino con una fonte dioc@wbrepressiva: glicerolo (Fase 1).
Successivamente la coltura viene alimentata cofeedhdi glicerolo al 50% per ottenere un
ulteriore incremento della biomassa all'interno cettore (Fase 2). Infine, la coltura viene
alimentata con ufeeddi metanolo, in modo da indurre I'espressionepdemotoreAOX1ed
ottenere la produzione della proteina ricombingftese 3)La concentrazione dnetanolo
viene mantenuta costante per tutto il periodo du#ione, in modo da evitarne sia 'accumulo
durante la fase iniziale di adattamento al substisi la scomparsa rapida durante le fasi di
attivo metabolismo.

Il gene corrispondente alla laccasi maggioritaiial dtrogii 201, Iccl, e stato isolato,
sequenziato ed espresso con succesBo frastorise la produzione di laccasi ricombinante e
stata ottimizzata in condizioni colturali contrédan fermentatore (Colao et al., 2006). Come
gia dettoT. trogii secerne nel brodo colturale almeno altre cinqoeaksi in piccole quantita.
Queste isoforme hanno spesso caratteristiche obvfisiche molto simili tra loro rendendo
difficile la purificazione dei singoli enzimi peo Istudio delle loro proprieta; il problema puo
essere superato esprimendo i singoli geni in untesderologo. Inoltre l'utilizzo di un
sistema di espressione ricombinante consente tupiane di enzimi facilmente purificabili e
questo apre la strada ad esperimenti di ingegnemideica per costruire laccasi con
caratteristiche catalitiche piu adatte per appl@aizdiotecnologiche.

Utilizzando la sequenza di cDNA del geleel di T. trogii € stato messo a punto un
sistema per la produzione eterologa di laccasiifhengel lievito metilotrofd®. pastoris Sono
stati condotti esperimenti al fine di valutare fé&fo del peptide segnale utilizzato per la
secrezione della proteina ricombinante e del ceppievito trasformato sui livelli di attivita
laccasica prodotti. L'analisi della produttivita lumetrica e specifica dell’enzima
ricombinante mostra che i livelli di laccasi soim@no quattro volte piu elevati quando viene
impiegato il peptide segnale nativo, mentre 'usbakppo dP. pastorisSMD1168, incapace
di secernere proteinasi A, non ha dato alcun vagnager la produzione di Lccl. La

produttivita dell’enzima ricombinante & stata ottimata utilizzando colture ad alta densita
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cellulare, aumentando il flusso del metanolo aggiudurante la fase di induzione ed
addizionando ossigeno puro alle colture.

Durante questa tesi di dottorato e stata espressaadterizzata una nuova laccasi di
T.trogii (Lcc2) che presenta un’identita del 69.2% con fasma principale; Lcc2 conserva
tutti i residui amminoacidici che sembrano esseserziali per I'attivita delle laccasi, come i
residui che circondano gli ioni rame e I'aspartsituato nella parte interna della cavita del
substrato. L'espressione della laccasi ricombindnte2 € stata ottenuta nelle stesse
condizioni utilizzate per Lccl.

Inoltre sempre durante questo lavoro di tesi séatd grodotti dei mutanti del gerecl e

anche questi sono stati espresdrichia pastris

2.6 EVOLUZIONE DIRETTA

Gli enzimi espressi dagli organismi viventi sonaidultato dell’evoluzione biologica
attraverso milioni di anni. Solo in alcuni casi,egti enzimi naturali sono direttamente
utilizzabili per applicazioni biotecnologiche, ma loro caratteristiche catalitiche possono
essere studiate e migliorate attraverso tecnich@gdigneria proteica. Quando le relazioni
struttura/funzione delle proteine enzimatiche sammosciute, € possibile utilizzare un
approccio che prevede un disegno razionale e ctendepredire quali residui amminoacidici
dovranno essere modificati per ottenere le carstilte desiderate.

Negli ultimi anni, I'evoluzione diretta € emersanu® alternativa all'approccio razionale
permettendo il miglioramento di proprieta struttueafunzionali come la stabilita e I'attivita
in differenti condizioni (temperature, pH estremiselventi organici) e alterazioni nella
specificita di reazione e substrato. L’evoluzionieetthh continua il processo di evoluzione
darwiniana e seleziona i mutanti con maggiore $isn@a un insieme di varianti con mutazioni
random. | mutanti migliorati vengono identificatitraverso lo screening o la selezione di
proprieta di interesse e i geni codificanti qugsteprieta vengono poi impiegati in ulteriori
cicli di evoluzione. Questo approccio € particolame vantaggioso nel caso in cui non sono
disponibili a priori conoscenze riguardo la suitdt proteica o i meccanismi di reazione
(Aharoni et al., 2004).

In laboratorio I'evoluzione diretta comprende, colie¥oluzione naturale, due fasi: la
generazione della variabilita genetica e la setexiper una particolare funzione. In
laboratorio, la variabilita nei geni di interessa@malmente creata attraverso la mutagenesi

random usando metodologie di tipo diverso. Mendréetniche per creare diversita genetica
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sfruttano meccanismi che possono essere genetglizgastemi per la selezione necessitano
di adattamenti e modificazioni differenti per ogmoteina target e scopo. Infatti, il successo
della mutagenesi random €& dato non solo dalla Ipitissidi ottenere un numero molto grande
di mutanti e quindi nella possibilita di costruliererie di varianti di grandi dimensioni, ma
soprattutto dalla presenza di un metodo di screggsahezione per la funzione desiderata della
proteina di interesse che sia rapido ed efficiente.

La creazione di librerie di mutanti mediante metadin ricombinativi pud essere
effettuata con la tecnica datror-prone PCR. Normalmente le reazioni di PCR vengono
condotte in condizioni in cui un frammento di DNAgsa essere amplificato con alta fedelta.
L'attivitd 3'—>5’ esonucleasica intrinseca della DNA polimeragti@ anche attivitgroof-
reading assicura che [Il'amplificazione del DNA proceda imaniera accurata.
Occasionalmente nucleotidi sbagliati possono essererporati durante I'amplificazione,
determinando l'insorgere di mutazioni con una fexa di 0,1-2 x IH con la DNA
polimerasi di Thermus acquaticugTacgpolimerasi). Questo errore molto piccolo puod
aumentare fino a 100 volte utilizzando DNA polingrarive di attivita proof-reading
oppure modificando le condizioni di amplificazion®d esempio possono essere utilizzate
alte concentrazioni di ioni M§ o Mn™ poiché, a determinati livelli di concentraziondirss
una base incorporata erroneamente riesce comungueappaiarsi senza distorcere
eccessivamente la doppia elica. Oppure si possdopesare concentrazioni sbilanciate di
nucleotidi; infatti se la concentrazione di alcanicleotidi, come dCTP e dTTP, & molto piu
elevata rispetto agli altri, questi verranno inseron maggior frequenza. In esperimenti di
evoluzione diretta e vantaggioso individuare ledimioni di reazione migliori affinché si
ottenga una frequenza di mutazione pari a 2 o Batidi per gene che determini in media
una sostituzione amminoacidica per enzima mutatco@e pero tener conto che la creazione
di mutazioni medianterror-prone PCR non € omogenea per tutti gli amminoacidi as@au
della degenerazione del codice genetico, infattn@to piu probabile mutare metionina e
triptofano che sono specificati da una sola tripletispettivamente AUG e UGG, rispetto a
leucina, serina e arginina che sono codificatiatias da 6 triplette.

Per quanto riguarda la creazione di librerie diantitmediante metodi ricombinativi, la
tecnica piu utilizzata e quella del DNghuffling che consiste in un processo controllato di
ricombinazione omologm vitro tra geni correlati. | passaggi fondamentali soseguenti: i
geni vengono digeriti con una DNasi in modo coitditol per generare frammenti di circa 50-
100 bp; successivamente questi frammenti sono #oggeicli ripetuti di denaturazione ed
annealinged infine sono sottoposti ad una reazione di dioghione in presenza delleag-

polimerasi vera e propria per ricostruire I'inteyaquenza di interesserror-prone PCR e
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DNA shuffling possono essere combinate tra loro per ottener@iwrampio spettro di
varianti. Bulter et al. (2003)anno utilizzato questa strategia sperimentaleoftenere alti
livelli d’espressione di una laccasi Mi. thermophila insieme ad elevata attivita. Per questo
scopo hanno utilizzato come ospi&e cerevisiaee una metodologia di screening basata
sull’attivita nativa della proteina. Per ottenersauricombinazione random delle varianti
isolate nei vari passaggi di mutagenesi, sono sfédittuati diversi esperimenti di DNA
shufflingsiain vitro chein vivo sfruttando il sistema di riparazione del DNA deVito (@ap
repair). La laccasi MtL prodotta a livelli elevati in igo contiene 13 mutazioni: tre di queste
sono localizzate nei siti di processamento dellatgina che corrispondono alla sequenza
segnale di secrezione e sequenza C-terminalerdndlstato dimostrato che la maturazione
C-terminale gioca un ruolo importante nella attigae dell’enzima e che Ik, dell’enzima
mutato incrementa di almeno cinque volte.

Recentemente, € stata sviluppata un’altra tecnicecdmbinazionein vitro, la ITCHY
(incremental truncation for the creation of hybriQuesta tecnica ha il vantaggio, rispetto al
DNA shuffling di rendere possibile la ricombinazione di seqaestee non hanno alcun grado
di somiglianza. Il processo consiste nel digenreniodo controllato due geni con sequenza
non omologa in modo tale da ottenere geni tronam delezioni di una sola base,
progressivamente piu ampie. Successivamente, infiexrti cosi generati sono sottoposti ad
una reazione di ligazione. In questo modo é pdssittienere geni chimerici che dopo essere
espressi in un ospite opportuno sono soggettieenorg. Lo svantaggio di questa tecnica sta
nel fatto che la ricombinazione puo essere effatutilizzando solamente due geni alla volta
e quindi le molecole ricombinanti che si formanama subito un singolo evento aiossing-
over (Brocca, 2004)

2.7 MUTAGENESI SITO- DIRETTA

Conoscendo in modo dettagliato la struttura di onirea e la relazione tra struttura e
funzione, si possono utilizzare tecniche di mutagesito-diretta. Questa strategia consente
di modificare la struttura di un enzima mediantetamioni specifiche nella corrispondente
sequenza di DNA. E’ dunque possibile apportare maoma di qualsiasi tipo (sostituzioni,
delezioni o inserzioni di uno o piu nucleotidi) gualunque posizione lungo la molecola di
DNA. Tuttavia le tecniche di mutagenesi sito-sgeaihon sempre danno i risultati previsti in

guanto, anche quando si conosce il ruolo di ogngdo amminoacido coinvolto nel
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meccanismo catalitico, e difficile prevedere conrtezza le modalita con le quali
I'amminoacido mutato interagisce con gli altri cgipresenti nell’intorno.

Tutte le tecniche di mutagenesi possono esserezatié per ottimizzare le proprieta
catalitiche di una molecola enzimatica, per miglioe la termostabilita e per modificare
alcuni parametri, quali il potenziale redox ed H pttimale. In questo modo sara possibile
ottenere un enzima in grado non solo di catalizEaneazione di interesse, ma soprattutto
capace di essere efficiente nel contesto del psocésdustriale nel quale dovra essere
utilizzato.

Negli ultimi anni sono stati effettuati alcuni studi mutagenesi sito-diretta anche sulle
laccasi. Al fine di individuare i residui amminodici che influenzano il potenziale redox
delle laccasi, Xu et al. (1998) hanno effettuatpeeisnenti di mutagenesi sugli enzimi
prodotti daRhizoctonia solane daM. thermophila,due funghi caratterizzati rispettivamente
da laccasi con un alto (0,7-0,8 V) e un basso pa&nredox (0,5 V). Le conoscenze sulla
struttura della laccasi indicano che i ligandi delbne rame del sito Tl e la loro
coordinazione geometrica potrebbero influire sutepmiale di ossidoriduzione (E Le
mutazioni Leu513Phe nella laccasiMi thermophilae Leu470Phe pdR. solanideterminano
la sostituzione del’lamminoacido che costituisce dei ligandi assiali del rame di tipo 1. In
realta questa mutazione non determina cambiamignifisativi nel potenziale redox o nelle
caratteristiche catalitiche dell’enzima. Invece,tigpla mutazione Val509Leu, Ser510Glu,
Gly511Ala per la laccasi dM. thermophilae Leud466Val., Glu467Ser, Ala468Gly per quella
di R. solani,che interessano i tre residui adiacenti all'istediche forma un legame di
coordinazione con il rame di tipo 1, determina ignificativo decremento nel valore della
kcat € della K, utilizzando sia ABTS che siringaldazina (SGZ) consebstrati.
Complessivamente, anche le costanti di specifkit@Ky dei tripli mutanti sono risultate
inferiori rispetto a quelle della laccasild type o dell’'enzima con la mutazione singola.
Questo indica che tali mutazioni causano modifmaizi strutturali che alterano |l
riconoscimento tra enzima e substrato determinamdominore specificita ed influenzando il
trasferimento degli elettroni tra substrato e ragndipo 1. Per quanto riguarda lo studio
dell’attivita enzimatica in funzione del pH, utiiando come substrato solamente SGZ, é stato
evidenziato che la laccasi Bi. solanipresenta un pH ottimale piu basso di circa unaynit
quindi piu acido, mentre la laccasiMi thermophilaha pH ottimale piu basico della proteina
wild type Dato che é noto che ioni come DH e CN possono inibire I'attivita delle laccasi
legandosi al cluster trinucleare, € stata valuaaizhe l'inibizione di questi enzimi mutati da
parte degli ioni F(Garzillo et al.,1998). Le osservazioni fatte dgtmano che i tripli mutanti
presentano una minore inibizione rispetto allaginatwild-typee quindi a bassi valori di pH
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la quantita di NaF necessaria per ottenere il 50%ikizione € piu elevata. Solamente un
anno dopo, Shimizu et al. (1999) hanno intrapraso studio sulla bilirubina ossidasi, un
ossidasi blu contenente rame con attivita simile &ccasi, prodotta dal fungo ascomicete
Myrothecium verrucarialn questo caso, mutazioni sito-specifiche sombesintrodotte per
gli aminoacidi che sono i possibili ligandi del ramii tipo 1, di tipo 2 o di tipo 3, consentendo
I'analisi di proteine prive alternativamente dentte T1 e T2 oppure del centro T3. Questi
risultati indicano che tutti e tre i centri che odioano gli atomi di rame devono essere integri
affinché si abbia attivita enzimatica e che la sega His456-Cys457-His458 costituisce |l
canale di trasferimento degli elettroni dal ramémb 1 al cluster trinucleare.

Xu et al. (1999) hanno condotto esperimenti di mertesi sito-diretta anche sulla laccasi
prodotta dal fungadrl. villosa In questo caso, sono state introdotte mutazieniséguenti
residui amminoacidici: Glu460, Ala461 situati iropsimita del sito T1, e Phe463, il residuo
che occupa la posizione assiale del rame del ditd §eni corrispondenti a queste proteine
mutate sono stati successivamente espres@spergillus oryzaee infine caratterizzati.
Alcune mutazioni (Phe463Leu e Ala461Glu) non atieran modo significativo le proprieta
strutturali e funzionali della molecola nativa, rtrenla mutazione Phe463Met e risultata la
piu interessante. L’enzima mutato ha mostrato umesieento nel suo potenziale redox pari a
0,1 V ed un notevole aumento delle costanti cihetidn particolare la i € risultata 5 volte
maggiore utilizzando SGZ come substrato e addiat88 volte maggiore utilizzando ABTS,
mentre la ky € raddoppiata con ambedue i substrati. Infineatd sisservato un aumento del
pH ottimale con SGZ come substrato ma non con ABEH'Shoto che l'ossidazione di un
substrato fenolico dipende dal suo grado di pratimme: un fenolo deprotonato ha un
potenziale redox piu basso e quindi viene ossigaiofacilmente. Il fatto che l'attivita in
funzione del pH sia alterata solamente quando ifza# la siringaldazina, un substrato
fenolico, e non quando si utilizza ABTS, substrat;m fenolico, indica che la mutazione
potrebbe aver causato un leggero cambiamento tedlza di legame dell’'enzima per il
substrato.

Molto piu recentemente, Madzak et al. (2006) hacortdotto un processo di mutagenesi
sito-diretta su una laccasi prodottaTaversicolore successivamente espressa nel lieYito
lipolytica. La struttura tridimensionale di questa laccasi tatas determinata dopo
cristallizzazione in presenza di 2,5-xilidina, unlaanmina, come substrato riducente. Da
questo tipo di analisi e stato possibile osserchee la tasca di legame dell’enzima € molto
ampia e quindi pu0 ospitare una grande varietaubistsati. Inoltre, la presenza di un
arilammina nel sito attivo dell'enzima ha permedsoonfermare I'importanza di due residui

amminoacidici nell'interazione tra enzima e sulistrd primo & His458 che forma un legame
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di coordinazione con il rame di tipol e agisce cameettore primario degli elettroni dal
substrato. Il secondo, Asp206, forma un ponte iglnogtra I'ossigeno terminale della sua
catena laterale ed il gruppo amminico della 2,&ixih. Questo residuo e relativamente
nascosto nella cavita del sito attivo ed e circomdia un certo numero di amminoacidi
idrofobici che potrebbero contribuire al posizioreanto del substrato nella tasca di legame
dell’enzima. Data l'importanza dell’aspartato inspone 206, é stata valutata la possibilita
di sostituire questo residuo con aminoacidi corattaristiche diverse: alanina, polare e di
piccole dimensioni; glutammato, presente nelledacdegli ascomiceti e caratterizzato dalla
presenza di una carica negativa nella sua catée@la ed infine asparagina, polare, senza
alcuna carica e frequente nella posizione corridpote delle laccasi vegetali. Per ogni
enzima mutato sono state valutate I'attivita inZione del pH, le costanti cinetiche con
diversi substrati ed infine la capacita di ricoreyeccome substrato composti xenobiotici
recalcitranti all'ossidazione da parte di questzdai. L'analisi della dipendenza dell’attivita
dal pH ha mostrato che i tre enzimi mutati hannopuofilo simile all’enzimawild type
guando viene utilizzato come substrato un compastofenolico come '’ABTS. Al contrario,
gli studi condotti con 2,6-dimetossifenolo indicastee solo il profilo del mutante Asp206Glu
coincide con quello della laccasild typee presenta pH ottimale pari a 3.4, mentre per gli
altri due enzimi mutati, Asp206Ala e Asp205Asnattvita piu elevata si osserva a valori di
pH pari rispettivamente a 4.0 e 4.8. Le costametiche nei confronti del’ABTS sono state
determinate a pH 3.0 ed i risultati ottenuti mastrahe la mutazione Asp206Ala determina i
cambiamenti piu significativi nelle proprieta enatiche della laccasi che presenta valori di
Ku pill bassi e ¥ piu elevata. Invece il mutante Asp206Glu presenttanti cinetichsimili

a quella della proteina nativa, e Asp206Asn hattarstiche intermedie tra la laccasild-
type e il mutante Ala. | parametri cinetici con 2,6-@tossifenolo vengono determinati a pH
3.4, il valore di pH ottimale per la laccasid-type | risultati ottenuti mostrano che i valori di
kcat NON sono influenzati dalle mutazioni introdottegntre la K, dei mutanti Asp206Asn e
Asp206Ala e piu elevata almeno di un ordine di demza rispetto a quella della nativa.
Il fatto che sia il profilo di attivita in funziondel pH che il valore di K, del mutante
Asp206Glu siano molto simili a quelli dell’enzinvaild-type significa che la sostituzione
dell'aspartato con glutammato, un amminoacido ceatera laterale comunque carica
negativamente, non influenza il comportamento eelima, mentre I'aumento del pH
ottimale e l'incremento di } degli altri due enzimi mutati evidenzia che latgosione
dell'aspartato con un residuo amminoacidico corercatlaterale priva di carica determina

interessanti cambiamenti.
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3 - MATERIALI E METODI

3.1 COLTURA DEL FUNGO TRAMETES TROGI |

3.1.1Trametestrogii

Il fungo basidiomicete white-roframetes trogi201 (depositato nella collezione DSM,
n.11919) é stato originariamente isolato dal Pkbof.Ribaldi dell’'Universita di Perugia e
gentilmente fornito dalla Prof. A. Schiesser deflitersita della Tuscia di Viterbo.

Il micelio di questo fungo e stato conservato suet® colturale solidaostituito da
patata destrosio agar, PDA (Difco Laboratories,r@et Mich.) integrato con estratto di
lievito 0,5% (Oxoid, Unipath, Basingstoke, UK),tubi o capsule di Petri ad una temperatura
di 4 °C come descritto (Garzillo et al., 1998).

3.1.2 Terreni e condizioni colturali

La precoltura & stata effettuata prelevando 2 ditmicelio cresciuto su slant in PDA,
sospendendolo in 100 ml di terreno liquido codtitula estratto di malto 2% (Acumedia) e
Tween80 0,5% in beute da 500 ml, chiuse con tapg@tiasterili, a 28°C sotto agitazione in
orbital shaker (180 rpm) e fatto crescere per Bngidl micelio e stato frammentato a freddo
con un Ultra Turrax mixer TP-18N (lka-Werk JankeK&nfel, GmbH, Stafenim Breisgan,
Germany) al primo, al terzo e al quinto giorno descita per pochi secondi al fine di
aumentare i centri di accrescimento e renderecitessivo inoculo omogeneo. Le colture del
fungo sono state effettuate inoculando con 2 mprdcoltura omogeneizzata beute da 2 |
contenenti 500 ml di terreno, mantenendo le stesadizioni adottate nella precoltura. Per
stimolare la produzione di laccasi al terreno éosséggiunto sterilmente Cug®4 uM dopo
72h.

Al termine della crescita il brodo colturale vieseparato dal micelio mediante tre
passaggi di filtrazione: il primo su filtri di carWhatman, il secondo su filtri in fibra di vetro
ed infine, in condizioni sterili, su filtri da 0,4&m; il brodo & ulteriormente chiarificato per
centrifugazione a 10.000 rev/min per 15 minutsupernatante raccolto dopo centrifugazione
costituisce il campione di partenza per l'isolanoethielle isoforme dopo concentrazione a 4°C
sotto pressione d’azoto in celle di ultrafiltrazeoAmicon usando membrane in polisulfone
(Millipore) a cut-off 30 kDa.
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3.2 ESPRESSIONE ETEROLOGA

3.2.1 MICRORGANISMI E CONDIZIONI DI CRESCITA

3.2.1.1Escherichia coli

Per I'amplificazione dei plasmidi ricombinanti pHDQ2/mutantticcl, pHIL-D2/Icc2 e
pPIC9Icc2 e stato utilizzatdl ceppo diE. coli DH5 a con il genotipo F@0lacZAM15
A(lacZYA-argF)U169recAl endA hscR17(¢, mc') phoA supE44thi-1 gyrA96 relAl A7 .

Il terreno di coltura utilizzato per la crescitdldeellule batteriche e il terreno ricco di Luria
Bertani (LB; Sambrook et al, 1989) la cui compasiz € riportata in Tabella 3.1. A questo
terreno viene addizionato antibiotico (ampicillib@0 pg/ml) per la crescita dei trasformanti.
| ceppi sono stati fatti crescere in beuta a 3T7°@rbital shaker a 180 rpm.

Per le esigenze di lavoro quotidiano, i ceppi setati conservati a 4°C su LB agarizzato
(1,5% agar). La conservazione di lunga duratata sffettuata congelando i ceppi a -80°C in
terreno LB contenente glicerolo 20%.

Tabella 3.1- Terreno Luria-Bertani (LB).

Componenti Quantita
Triptone 1%
Estratto di lievito 0,5%
NacCl 0,5%

3.2.1.2Pichia pastoris

Il ceppo diPichia pastoris GS115 con genotipbis 4 e stato acquistato dalla Invitrogen
Corporation. Per la crescita delle cellule di lievdsono stati utilizzati vari terreni di coltura, |
cui composizione (Tabelle 3.2, 3.3) & descritta malnuale delPichia Expression Kit
(Invitrogen). | ceppi di lievito sono stati fattrescere in beuta a 30°C in orbital shaker (180
rpm) e sono stati conservati a 4°C su piastre ddDYPMD addizionati con agar al 2%.
La conservazione di lunga durata e stata effettaat80°C in terreno YPD addizionato con
glicerolo (20%).
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Tabella 3.2- Terreno ricco utilizzato per la coltivazione tlelito.

Componenti YPD
Peptone 2%
Estratto di lievito 1%
Glucosio 2%

Tabella 3.3 Terreni minimi (M) utilizzati per la coltivaziondi P. pastoris.

MD+S MD MDH MM+ABTS MGY
Minimal o Minimal Minimal o
. Minimal Minimal
Componenti  Dextrose Dextrose = Methanol
_ Dextrose _ _ Glycerol
Medium+ _ Medium+  Medium+ _
) Medium ) Medium
Sorbitol His ABTS
Sorbitolo 1M
YNB? 1.34% 1.34% 1.34% 1.34% 1.34%
Biotina 4x10°% 4x10°% 4x10°% 4x10°% 4x10°%
Glucosio 2% 2% 2%
Istidina 0.004%
Metanolo 0.5%
ABTS 0.2 mM
Glicerolo 1%

! Yeast Nitrogen Base con ammonio solfato senza aoamidi
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3.2.2 VETTORI DI ESPRESSIONE

| vettori di espressione utilizzati per il lieviid pastoris,pHIL-D2 e pPIC9 (Invitrogen;
Fig. 3.1) presentano il promotore dell'alcol ossidAOX1 (5'-AOX1), che consente di
ottenere alti livelli di espressione della proteisterologa utilizzando metanolo come
induttore e unica fonte di carbonio. Questi vetsmmno dotati di una sequenza di circa 260 bp
che comprende il segnale di termine della trasmmzie di poliadenilazione del geA®©X1
(TT), ed una sequenza di circa 650 bp, che si t@walle del segnale di terminazione
3-AOX1, e, insieme al 5-AOX1, permette lintegiane del plasmide ricombinante al
livello del locusAOX1 La presenza di alcuni siti di restrizione uniohsente di linearizzare i
vettori per ottenere un’efficiente integrazione gehoma dP. pastoris | plasmidi pHIL-D2
e pPIC9 presentano: il gene per [listidinol deidnogsi HIS4), che consente di
complementare la mutaziort@s4 presente nel ceppo d. pastorisGS115 e quindi di
selezionare i ceppi ricombinantin’origine di replicazione pet. coli (ColE1) ed il gene che
codifica per la  B-lattamasi (Amp) che conferisce resistenza all’amifipia, permettono la
selezione, I'amplificazione ed il mantenimento gd&smidi ricombinanti inE. coli. La
differenza piu importante tra i due vettori € l@g@nza in pPIC9 della sequenza che codifica
per il peptide segnale dadFfactor diS. cerevisiagil clonaggio in pPIC9 consente di ottenere

I'espressione della proteina ricombinante in fosrareta.

x
Q
o

L

3' AOX1 (TT)

Not | Bgl Il

Figura 3.1— Mappe dei vettori di espressionedipastorispHIL-D2 e pPIC9.
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3.2.3 TECNICHE DEL DNA RICOMBINANTE

3.2.3.1 Manipolazione del DNA

Per la manipolazione del DNA sono stati seguititgeolli standard descritti da
Sambrook et al. (1989). Gli enzimi di restriziondaeT4 DNA ligasi sono stati utilizzati
seguendo le indicazioni fornite dalla casa prothgtfinvitrogen, Italia). L'elettroforesi del
DNA e stata effettuata su gel di agarosio 1% inpamne TAE (Tris/acetato 40 mM; EDTA 1
mM) e il DNA, dopo colorazione in una soluzione aasa di bromuro di etidio 0ag/ml, e
stato rivelato con luce ultravioletta. La tagligpapente dei frammenti di DNA e stata stimata
confrontando la loro mobilita elettroforetica cometja di un marker di peso molecolare noto
(frammenti diA Hindlll o 1Kb DNA Ladder — MBI Fermentas, lItalia). Pémrecupero del
DNA da gel di agarosio é stato utilizzato il kit BNPurification System (Promega), seguendo

le istruzioni del produttore.

3.2.3.2 Clonaggio del genkec2

Per il clonaggio dicc2 nei vettori di espressione, il gene é stato angalib per PCR
effettuata con il sistema SuperScript Il Firste®l Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen), con primers che presentavano alleegsta 5’ il sito di taglio della endonucleasi
EcoRl e Hindlll. Le reazioni di amplificazione sono state cottdocon coppie di primers
degenerati, progettati sulle regioni delle sequeameminoacidiche conservate che sono
coinvolte nel legame degli ioni rame di tipo 1 etigho 2 nelle laccasi dei basidiomiceti,
mostrati in Tabella 3.4, in modo da ottenere lausega dilcc2 . Le reazioni di PCR sono
allestite in un volume finale di 54, utilizzando 2 | di cDNA di lcc2 come stampo, iM di
ciascun primer, 20QM di ciascun dNTP e 1,25 U Taq DNA polimerasi (G, Crawley,
Regno Unito).
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Tabella 3.4 -Primers utilizzati per le reazioni di PCR

o Sequenza proteica o
Nome Sequenza nucleotidica . Descrizione
corrispondente

forward primer

F 5’-CARTAYTGYTGYGAYGGIYTIMGIGG-3' QYCDGLRGP degenerato

R 5'-TCDATRTGRCARTGIARRAACG 3’ WFLHCHID reverse primer

degenerato

L’amplificazione e stata effettuata in un termoaiore GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystem) con il seguente programma:
- 5 minuti di denaturazione iniziale a 94°C;
- 30 cicli: (denaturazione 45 secondi a 95°C; almga45 secondi a 56°C; estensione
90 min a 68°C)

- 7 minuti di estensione finale a 68°C.

Dopo purificazione usando il Wizard SV Kit, i pat di PCR sono stati clonati nel
vettore pGEM-T Easy secondo le istruzioni del ftor@ (Promega, Madison, U.S.A.). |
plasmidi derivati dal clonaggio sono stati verifideamite digestione di restrizione c&toRl
e sono stati sequenziati per verificare I'assenzaventuali errori introdotti dalldaq DNA
polimerasi. La Sequenza é stato realizzata su patepchiatura ABI 310 usando il sistema
BigDye Sequencing Chemistry (Applied BiosystemsstEoCity, USA).

3.2.3.3 Amplificazione dell'intera sequenza del ge lcc2

Per ottenere I'estremita 3’ del DNA thic2, e stata effettuata la 3'-RACE usando lo
SMART RACE cDNA Amplification Kit (Clontech Laboraties, Palo Alto, USA). Un
primer specifico (5'6AGAAGGTGAAGTTGGGGTCGCAAGI') per la RACE-PCR e stato
progettato in base alla sequenza del frammentogeeé ottenuta sopra. | prodotti della
RACE-PCR sono stati amplificati sul cDNA secondasiuzioni del fornitore e poi sono

stati sequenziati. Per l'isolamento delle estrerbitaun primer disegnato per legarsi alla
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regione ATG (5’6 AGCAAGTTCCAGTCCCTCGCTGCES') € stato disegnato in base alle sequenze
presenti nella banca dati con un alto grado di ogialcon la sequenza 3’ conosciutdod2.
I cDNA totale e stato generato per mezzo del primer forward
(5'-ATGAGCAAGTTCCAGTCCCTCGE3') e il primer reverse (5AGTCGGGCAAGCTGTTCACCGG
3') progettato dalle sequenze delle estremita 5. éer ogni amplificazione sono stati usati
come stampo 20 ng di DNA gnomico @lZDNA in 50 ul di miscela di reazioni di PCR
contenente UM di ogni primer e 1.25 U di Tag DNA polimerasi.

L’amplificazione e stata effettuata con una deraiane iniziale (5 minuti a 94°C), 30
cicli (30 s a 95°C; 90 s a 68°C) e ad un allungaménale (7 minuti a 68°C). Il cDNA ORF
della laccaslcc2di T. trogii. € stato clonato e sequenziato.

3.2.3.4 Mutagenesi sito-diretta diccl

Per generare le mutazioni sito-specifiche, Asp3@5@sp205Ser ed Asp205Lys sono
stati sintetizzati degli oliginucleotidi mutagehimutanti sono stati costruiti usando il sistema
di mutagenesi GeneTailor Site-Directed Mutagen8gstem (Invitrogen).

Il plasmide pGEM-T easy (3015bp) contenente l'iotgenedccl (1554 bp), € stato metilato
con la DNA metilasi a 37°C per 1h, poi successivame stato amplificato in una reazione
di mutagenesi con due primer specifici, uno deiliguanteneva la mutazione specifica. Il
prodotto € un DNA lineare a doppio filamento coetge la mutazione. La miscela di
mutagenesi € stata utilizzata per trasforntaueli. Questa cellula ospite circolarizza il
DNA lineare mutato e I'endonucledsicrBC della cellula ospite digerisce il DNA metilato

stampo, lasciando soltanto il prodotto mutato netilato.

3.2.3.5 Clonaggio nei vettori di espressione

La regione codificante del gerlec2 e stata amplificata per PCR. Le reazioni di
amplificazione sono state condotte con le coppigrdaners mostrate in 3.5, in modo da
ottenere la sequenza ldc2 con (primers 2E3, 2E4)-Icc?) e senza (primer 2E4, 2E8SP-
Icc?) il peptide segnale nativo. Le reazioni di PCRasahestite in un volume finale di 54,
utilizzando il cDNA dilcc2 come stampo, UM di ciascun primer, pl di 10x Ex TagBuffer
(con Md"), 200uM di ciascun dNTP e 1,25 U @iaKaRa ExTaqg(TaKaRa).ll frammento di
restrizioneEcaRI-Hindlll corrispondente dcc2 con il peptide segnale nativa-{cc?) € stato
quindi recuperato da pGEM+T4cc2 come frammentdcdRI-EcaRI e clonato a valle del
promotoreAOX1 nel sito unicoEcaoRl del vettore pHIL-D2. La sequenza ldc2 Ecadrl-
EcoRI priva del peptide segnal®Sflcc2) e stata invece clonata nel vettore pPICO.
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L’'orientamento dell'inserto nei costrutti pHIL-D®2Icc2, pPIC9k-Icc2 é stato verificato
tramite analisi di restrizione e la giunzione dBINA di Icc2 con il peptide segnale del¥
factor in pPIC94-Icc2 e stata verificata tramite una reazione di secaenz

| vettori pGEM-T ottenuti dagli esperimenti di mge&nesi contenenti i geni mutanti sono
stati anche essi digerikcaRI-EcoRI e clonati a valle del promoto®OX1 nel sito unico
EcdRl del vettore pHIL-D2.

| plasmidi recombinanti ottenuti, pHIL-D2/D205S, iw-D2/D205C, pHIL-D2/D205K,
pHIL-D2/Icc2 e pPIC9kc2, sono stati digeriti coStul e Ncol, prima della trasformazione di

cellule elettrocompetenti ¢.pastoris

Tabella 3.5- Primers per 'amplificazione dcc2.

Nome Sequenza Descrizione

Forward primer per
'amplificazione a

2E3 5- GAATTCATGAGCAAGTTCCAGTCCC-3’ partire dallATG
contenente il peptide
segnale

Reverse primer per
'amplificazione
fino allo stop codon

2E4 5-AAGCTTTCACCGGCGCGCGTCGCCG-3'

Forward primer per
'amplificazione di

2E5 5- GAATTCGCCATCGGTCCCACCGCCG-3 lcc2  privo  del
peptide segnale
nativo

3.2.3.6 Preparazione delle cellule competenti e sBormazione diE. coli DH5«

La preparazione delle cellule competentidicoli € stata effettuata con il trattamento
con sali di calcio (Mandel e Higa, 1970). In un exgpento tipico, 30 ml di terreno LB
vengono trasferiti steriimente in una beuta da 2%0e inoculatati con 600 pl di una
precolturaovernight La coltura viene messa ad incubare in orbitakeh&l80 rpm) a 37°C
fino a quando la sua assorbanza raggiungeva umevdloODsoonm cOompreso tra 0.4 e 0.6
(circa 2 ore). Le cellule vengono quindi raccolée pentrifugazione, risospese in 15 ml di una
soluzione sterile di Cag(100 mM CaCl- 10mM Tris/HCI pH 7.4) preraffreddata, e messe

ad incubare in ghiaccio per 30 minuti. Le cellulengono successivamente raccolte per
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centrifugazione, risospese in soluzione di G800 ul) ed utilizzate per la trasformazione.
La sospensione cellulare (100 viene poi incubata in ghiaccio per 30 minutipresenza di

DNA plasmidico, sottoposta a shock termico per d&sadi a 42°C, trasferita nuovamente in
ghiaccio per 5 minuti ed infine, dopo essere sthitata con 1 ml di terreno LB, messa ad
incubare a 37°C per 20 minuti. Per la selezionerdsformanti, le cellule vengono piastrate
su terreno LB agarizzato contenente ampicillinad(u@/ml). La caratterizzazione dei cloni

viene condotta mediante analisi di restrizionepdi@smidi ricombinanti

3.2.3.7 Estrazione e purificazione del DNA plasmido daE. coli

Per la preparazione del DNA plasmidico é statazatita la procedura della lisi alcalina
(Birnboim, 1983). Le cellule contenenti il plasmidengono raccolte per centrifugazione da
una coltura cresciuta 16-18 ore (1.5 ml) in terreakettivo e risospese in 100 ul di tampone
Tris/HCI 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM e glucosio 50 mie cellule sono poi lisate in una
soluzione alcalina in presenza di detergente cistida NaOH 0.2 N e SDS 1%. Dopo 5
minuti di incubazione in ghiaccio, I'aggiunta diQ %l di una soluzione acida di potassio
acetato (CHCOOK 3 M; HCOOH 1,8 M) neutralizza gli alcali prelsmtemente aggiunti e fa
precipitare il DNA cromosomale, parte del’lRNA edeteine. Dopo centrifugazione, il DNA
plasmidico contenuto nel sopranatante viene pmatgoicon I'aggiunta di 2.5 volumi di
etanolo 96 % a -20°C per 20 minuti, viene poi lavedbn ¥2 volume di etanolo al 70% per
rimuovere i sali, asciugato a 37°C e risospesaqua distillata sterile. La concentrazione del
campione di DNA e la sua purezza sono state velutaédiante elettroforesi su gel di

agarosio all’1%.

3.2.4 TRASFORMAZIONE DI PICHIA PASTORIS

3.2.4.1 Preparazione delle cellule elettrocompeterd trasformazione

Le cellule di P. pastoris GS115 (his4 sono state trasformate tramite la tecnica
dell’elettroporazione. Le cellule di lievito sonaccolte durante la fase esponenziale tardiva,
concentrate e risospese in un mezzo isosmoticoesepza del DNA plasmidico. L'ingresso
del DNA all'interno delle cellule & determinato daa scarica elettrica ad alto voltaggio
(Lundblad, 1997).
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Una beuta da 1 | contenente 200 ml di terreno YPDoeulata con 25-50 pl di una
coltura fresca e incubata a 30°C in orbital shaket80 rpm per 16-18 ore finché non
raggiunge un valore di assorbanza a 600 nm comgrasd.3 e 1.5. Le cellule vengono
recuperate per centrifugazione e lavate una priofi@ won 200 ml e una seconda volta con
100 ml di acqua distillata sterile preraffreddata.cellule cosi trattate sono risospese prima in
10 ml di sorbitolo 1 M preraffreddato, recuperatpog risospese in 1 ml circa di sorbitolo;
80ul di questa sospensione vengono uniti a 5 PINA e lasciati in ghiaccio per 5 minuti. In
parallelo i vettori pHIL-D2 e pPIC9 privi di inservengono utilizzati per trasformare cellule
competenti di lievito, ed i trasformanti sono atziati come controllo negli esperimenti di
espressione eterologa. Le cellule sono poi trasfenelle cuvette, sottoposte ad
elettroporazione (1.5 kV, 25 pF e 200 Ohm) in upaspcchio Gene Pulser Il (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, USA), diluite aggiungena@pidamente 1ml di sorbitolo 1M, ed
infine piastrate su terreno selettivo, Minimal Dese Medium con sorbitolo (MD+S) e
incubate a 30°C per 48-72h.

3.2.4.2 Screening dei trasformanti di lievito

Lo screening dei trasformanti e stato effettuaasfarendoli, dopo 48 + 72 ore, su piastre
di terreno selettivo che consente di indurre I'esprone della proteina eterologa. Questo
terreno, Minimal Methanol Medium con ABTS (MM + AB) contiene un substrato
cromogenico, 'ABTS, che permette, attraverso lamfazione di aloni colorati intorno alle
colonie, di verificare se la laccasi ricombinaniene prodotta e secreta in forma attiva. 100
pl di metanolo vengono aggiunti giornalmente sybezohio delle piastre per mantenere
un'adeguata concentrazione della fonte di carboRia. del 90% dei transformanti sono
risultati positivi per I'attivita laccasica, mentnessun clone positivo e stato rilevato quando le

cellule GS115 sono state trasformate con i veliteearizzati come controllo

3.2.4.3 Estrazione e purificazione del DNA plasmido daP. pastoris

L’estrazione del DNA plasmidico da lievito prevegeima la preparazione degli
sferoplasti mediante trattamento con zimoliasi eyotrattamento di lisi alcalina simile a
guello descritto per le cellule batteriche modifida il metodo descritto da Filetici et al.
(1985). Le cellule di lievito provenienti da unaltooa di 16-18 ore in 5 ml di terreno YPD

vengono raccolte per centrifugazione, lavate camn dli sorbitolo 1M, e risospese in 2Q0di
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una soluzione contenente sorbitolo 0.9 M, EDTA 041 NaP 0.05 M pH 7.5 €3-

mercaptoetanolo 14 mM a cui vengono di seguitowaggi 50 pl di zimoliasi (2 mg/ml).

Successivamente le cellule vengono incubate a EC30 minuti e la formazione degli
sferoplasti viene seguita con l'aiuto del microsooA questo punto la purificazione del
DNA genomico viene effettuate utilizzando il GenomDNA Purifi cation Kit della

Fermentas seguendo le istruzioni della casa pmckitt200ul del campione vengono
miscelati con 400 ul di lysis solution e incuba@%C per 5 minuti. Poi si aggiungono 600 pl
di cloroformio e si emulsiona agitando lentameftecentrifuga a 10000 rpm per 5 minuti, si
recupera la fase acquosa superiore, si trasfansge tubo nuovo e si aggiungono 800 ul di
precipitation solution ( 720 ul di acqua deionizzaterile, 80 pl di precipitation solution
10X). Si miscela il tutto e si incuba a temperatlambiente per 2 minuti. Dopo
centrifugazione a 10000 rpm per 2 minuti si rimu@@npletamente il sovranatante e si
dissolve il pellet di DNA in NaCl 1,2 M e si dggge Ribonucleasi A incubando per 10
minuti a 37°C per eliminare le tracce di RNA. Boaggiungono 300 pul di etanolo al 96%
freddo e si lascia precipitare il DNA a -20°C p@rrRinuti, si lava poi con 300ul di etanolo
al 70% per rimuovere i sali, si lascia asciugar@7a&C e si risospende in 20 ul di acqua

distillata sterile.

3.2.5ESPERIMENTI IN FERMENTATORE

3.2.5.1 Fermentatore

E’ stato utilizzato un fermentatore da banco dardella Applikon Italia (Fig. 3.2) che
permette il controllo dei seguenti parametri: terapga, pH, ossigeno disciolto, velocita
della girante. Un bioprocessore, collegato al fenai@re, controlla e mantiene i parametri ai
valori desiderati durante la fermentazione. Laperatura € mantenuta costante tramite un
flusso di acqua proveniente da un termostato alezone esterna. Il valore di pH viene
misurato da un elettrodo specifico e mantenutoatsttramite I'aggiunta di una soluzione
alcalina. L’elettrodo ad ossigeno misura costanteed’O, disciolto. Tale valore viene
espresso in percentuale ed e considerato ugual® alllinizio della fermentazione. Esso
tende ad abbassarsi durante la fermentazione, magsaere mantenuto costante aumentando
la velocita della girante, aumentando il flussoadia, o attraverso I'immissione di,O
La quantita di aria ed eventualmente @i ®regolata da un flussimetro, e la velocita della

girante é controllata manualmente attraverso umagim Durante le fasi di accrescimento in
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fed-batchla fonte di carbonio viene aggiunta utilizzandaaypompa peristaltica con flusso

variabile. Il fermentatore € inoltre dotato di ustema di prelievo che permette di realizzare

campionamenti quando necessario per la valutaziehia biomassa e delle proteine prodotte

dai lieviti ricombinanti.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Figura 3.2 - Schema del fermentatore da 2 litri

Entrata liquido termostato
Condotto prelievo
Condotto entrata aria
Condotto per il controllo pH
Condotto per il feed
Termometro

Fori per elettrodi

Supporto rotore

Piastra inferiore

10) Viti di chiusura

11) Contenitore

12) Supporto contenitore
13) Attacco per il rotore

14) Eliche
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3.2.5.2 Prove di fermentazione con ceppi ricombinanmutati di P. pastoris

Gli esperimenti di produzione di laccasi ricombiteam fermentatore sono stati condotti
per i cloni di GS115 mutati Asp205Cys, Asp205SeAsd205Lys e per la laccasi minoritaria
Lcc2.

Le prove di fermentazione sono state effettuateieedp le linee guida indicate dalla
Invitrogen nel manualBichia Fermentation Process Guidelines. | parametri dnéertazione
sono indicati in Tabella 3.6 e la composizione @eteno di fermentazione € riportata in
Tabella 3.7.

La precoltura per la semina del fermentatore & gieg¢parata in terreno MGY (50 ml),
utilizzando, per l'inoculo, cellule prelevate daaupiastra MM. | parametri di fermentazione
allinizio del processo erano: temperatura, 25°8; p.0; aerazione, 1.5 vvm; velocita della
girante, 750 rpm. Per contrastare la tendenZa giastorisdi acidificare il terreno di coltura
durante la crescita, il pH del mezzo viene mantemaistante, in modo automatico, tramite
aggiunta di idrossido di ammonio al 28%. Aerazieneelocita della girante sono aumentate
gradualmente in modo manuale per mantenere la otrazeone di Qdisciolto al di sopra del
20%.

Dopo sterilizzazione a 121°C per 30 minuti, il &g viene portato a pH 5.0 (30°C), con
idrossido di ammonio 28%, ed emendato steriimeotelcml di antischiuma (Antifoam 204,
Sigma) e 4.35 ml di soluzione PTM1 Trace Saltdliprerdi brodo (Tabella 3.8).

Nella fermentazione effettuata in condizioni otizate, la temperatura viene aumentata

a 30°C e, quando necessario, viene aggiuatadun flusso pari a 0,05 — 0,2 vvm.

La strategia di fermentazione utilizzata prevedddsi:

1. accrescimento in batch su glicerolo;

2. accrescimento in fed-batch con glicerolo (feedlaiegolo 50 % ad un flusso di 10 ml/h
per litro di brodo di fermentazione);

3. accrescimento in fed-batch con metanolo (feed danwo 50 % al un flusso di 3—6 mi/h
per litro di brodo di fermentazione).
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Tabella 3.6 -Parametri di fermentazione pr pastoris

Parametro Valore
Volumedi lavoro 1.1 litri
Temperatura 25-30°C
Ossigeno disciolto > 20%

pH 5.0
Agitazione 750-900 rpm
Aerazione 1.5-2.5 vwm

Tabella 3.7 - Composizione del terreno (BS) utilizzato perctascita in fermentatore del
ceppo ricombinante di. pastorisicomposizione per litro di terreno)

Fermentation Basal Salt (BS) Medium

Acido fosforico 85% 26.7 ml
Solfato di calcio 0.93¢g
Solfato di potassio 18.2¢g
Solfato di magnesio — 79 149¢
Idrossido di potassio 4.13¢
Glicerolo 40.0g

Tabella 3.8- Composizione della soluzione PMT1 Trace Salts

PTM; Trace Salts(per litro)

Solfato di rame — 54O 6.09
loduro di sodio 0.08 g
Manganese solfato -0 3.0g¢g
Sodio molibdato — 25O 0.2¢g
Acido borico 0.02 g
Cobalto cloruro 05g¢g
Zinco cloruro 20.0¢g
Solfato di ferro — 70 65.0 g
Biotina 0.2¢g
Acido solforico 5.0 ml
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3.2.5.3 Determinazione della biomassa, dell’attiatlaccasica e del contenuto proteico

La determinazione della biomassa, come peso secestgta effettuata su campioni di
brodo colturale da 1 ml; per ciascuna determinasnno state effettuate almeno tre repliche.
Le cellule sono state separate dal mezzo di cothediante centrifugazione (per 5 minuti a

13000 g) ed i pellets cellulari sono stati essic@dtl0°C per 24 ore prima di essere pesati.

L’attivita laccasica presente nei brodi di coltgastata misurata tramite un saggio
spettrofotometrico seguendo l'incremento di assmrhaa 420 nm dovuto all’ossidazione del
substrato ABTS ed espressa in U.l.. La concentnazpoteica é stata determinata usando il

metodo descritto da Bradford.

3.3 ANALISI BIOCHIMICA E MOLECOLARE DELLE LACCASIP RODOTTE
DAL FUNGO T.TROGII E DELLE LACCASI RICOMBINANTI

3.3.1 PURIFICAZIONE DEGLI ENZIMI

3.3.1.1 Cromatografiain batch di scambio ionico

Il brodo di coltura, che solitamente ha un pH leggante acido, viene portato a pH 6.0 e
posto a contatto, per circa dodici ore, con lan@sprecedentemente equilibrata allo stesso pH
con tampone imidazolo/HCI| 10 mM pH 6.0, sotto leagtazione. Successivamente la resina
viene lasciata decantare e viene allontanato hetante. Le proteine adese alla resina
viengono recuperate aggiungendo una soluzioneasdirNaCl 2M disciolto nello stesso
tampone e successivamente centrifugando a 1200Qpepmevitare la presenza di tracce di
resina nel surnatante. Questo passaggio prelimheate scopo di allontanare parzialmente i
fenoli presenti nel brodo che potrebbero causaesferenze nel legame delle proteine alla

resina nella cromatografia in colonna e di con@etulteriormente il campione.

3.3.1.2 Cromatografia di scambio ionico su colonna

Il concentrato proteico e stato sottoposto a ucarsta cromatografia a scambio ionico
su resina Q-Sepharose Fast Flow su una colonna ¢4 2 cm, Pharmacia) connessa ad un
apparato FPLC (Pharmacia) e precedentemente eqtalibon lo stesso tampone; I'eluizione

delle proteine e ottenuta applicando un flusso whi/2nin. Dopo un lavaggio iniziale, pari a 3
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volumi di colonna, I'eluizione delle isoforme sitiehe con un programma che prevede un
gradiente salino di NaCl 2M a gradini con i segupassaggi: da 0 M a 0,16 M di NaCl in
due volumi di colonna; 0,16 M per altri due voluil6 M a 0,26 M in due volumi di
colonna; invariato a 0,26 M per ulteriori due volutn colonna; in altri due letti di colonna
sale a 0,34 M e vi rimane per un ulteriore lettecalonna; si prosegue allo stesso modo per
concentrazioni di NaCl pari a 0,5 M, 1 M e 2 M, perminare con due letti di colonna al
100% di NaCl.

Per la purificazione delle forme ricombinanti saus profilo di eluizione che prevede
dopo un lavaggio iniziale, pari a 2 volumi di caban un gradiente salino di NaCl 2 M che va
da0a0,4 Min 7 volumi di colonna e da 0,4 a thNd.3 volumi di colonna.

Il profilo cromatografico si ottiene monitorandad$sorbanza dell’eluato a 280 nm e
I'attivita fenolossidasica viene rilevata con saggeimatici usando come substrato 'ABTS.
Le frazioni (1 o 2 ml ciascuna) che contengonortagine eluite vengono riunite, concentrate

ed equilibrate in tampone sodio/fosfato 0,1 M p#i 6.

3.3.1.3 Cromatografia di interazione idrofobica

Per purificare ulteriormente le isoforme laccasjatiascuna frazione enzimatica € stata
concentrata ed equilibrata in tampone Imidazolonid a pH 6.0 contenente ammonio
solfato 1,7 M, in Amicon (con membrana da 30kDAuli-off); successivamente ogni singola
frazione é stata sottoposta a cromatografia draatene idrofobica su una colonna da 20 ml
impaccata con resina Phenyl-Sepharose (Pharmamiegedentemente equilibrata con lo
stesso tampone, connessa ad un sistema FPLC (Ri@xma

L’eluizione é effettuata ad un flusso di 1 ml/miatilizzando un gradiente decrescente di
forza ionica generato dal tampone imidazolo pHd®® ammonio solfato 1,7 M (tampone A)
e dal tampone imidazolo pH 6.0 privo del sale (tangB).

Il programma di eluizione prevede: un lavaggioialz pari a 3 volumi di colonna, poi le
proteine vengono eluite con gradiente salino deergs ( da 1,7 M a 0 M) in 8 volumi di
colonna e infine la concentrazione di ammonio solumenta e torna a quella iniziale in 2
volumi di colonna.

L’eluato viene raccolto in frazioni ciascuna da 2 hiattivitd enzimatica di ciascuna
frazione viene determinata spettrofotometricamamando ABTS come substrato; infine

vengono riunite insieme le frazioni che corrispamalal picco di massima attivita.
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3.3.2 CARATTERIZZAZIONE DEGLI ENZIMI

3.3.2.1 Dosaggio di attivita enzimatica

| saggi di routine per valutare I'attivita enzintatisui brodi di coltura del fungo e sulle
frazioni ottenute dalla cromatografia sono stafettfiati spettrofotometricamente (UV/VIS
Lambda 20, Perkin Elmer) a temperatura ambienendgsi tre diversi substrati cromogenici,
due di tipo fenolico e uno non fenolico, nelle cemtitazioni indicate ( Tabella 3.8), in una
soluzione di tampone di Mcllvaine (acido citricd B, / K,;HPO, 0,2M) a pH 3.4. Per ogni
substrato, seguendo l'incremento di assorbimenta lainghezza d’'onda specifica, si e
determinata la concentrazione di prodotto ossidaiobase alla legge di Lambert-Beer e

quindi si sono calcolate le unita enzimatiche iméionali (U.l.) tramite la relazione:

AA/min ) VOltot

Ul/ml=
m slnhd \/Cﬂ

enzima

Tabella 3.8 —Substrati per la determinazione dell’attivita enaiiva

(|:H 2CH3 CH2CH 3 Acido 2,2'-azinobis| A= 420 nm
N N [3-etilbenztiazolin- | €= 36,0 mM  cnT &
>:N —N :< 6-sulfonico] concentrazione finale
H,4NO 3S S S SO3NH,4| (ABTS) nel saggio 2mM
OH 2,6- A= 468 nm
H,CO OCHs dimetossife €=275 mM lem 1
nolo concentrazione finale¢
(DMP) nel saggio 5mM
OH . A=470 nm
e 2-metossifenolo B Ly
| (Guaiacolo) €=26,6 mM *cm
e CH concentrazione fina
© nel saggio 5l

3.3.2.2 Dosaggio proteico

La concentrazione proteica delle diverse isofornstaga determinata usando albumina

serica bovina (BSA) come standard e Coomassie Plotein Assay Reagent (Pierce),
secondo il metodo descritto da Bradford (1976).

Conoscendo la quantita di proteina presente nepicara € anche possibile determinare
I'attivita specifica dell’enzima, che rappresentasuo indice di purificazione, definita come

unita enzimatiche su milligrammi di proteina neingaone: A.S.= U.fmg .
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3.3.2.3 Curve d’attivita in funzione del pH

Le curve dattivita in funzione del pH per le isofe laccasiche e per le laccasi
ricombinanti sono state determinate in tampone WAalle, costituito da una miscela d’acido
citrico 0,1 M e NaHPO, 0,2 M in proporzioni variabili per ottenere unaad di pH compreso

tra 2.5 e 7.0; utilizzando un substrato non feo(iBBTS) e due di tipo fenolico (DMP e

guaiacolo). | valori d’attivita percentuale sonteauti dal rapporto tra (U/mlU/ml max).

3.3.2.4 Attivita in presenza di alogenuri

L’inibizione dell'attivita laccasica da parte degdlogenuri (Cl, F, Br) é stata
determinata seguendo il consumo iniziale di ossigasm un elettrodo a QHANSATECH
modello DW1/AD) connesso ad un registratore. Lacels di reazione (1ml) era costituita da
tampone di Mcllvaine pH 3.4 in cui era scioltoubstrato fenolico DMP 20 mM, termostatata
a 25 °C prima dell'aggiunta dell’enzima. Le unitdazenatiche sono statealcolate tenendo
conto che in 1 ml di acqua a 25° C sono preseBB3micromoli di ossigeno disciolto. La
concentrazione di alogenuri con la quale si ottienénibizione dell’attivita enzimatica del
50% (ko) € stata determinata da grafici in cui viene figiar la percentuale di attivita
enzimatica in funzione della concentrazione debitore: da 0 a 100 uM per gli ioni,Fda 0

a 80 mM per gli ioni Cle da 0 0 600 mM per gli ioni Br

3.3.2.5 Determinazione delle costanti cinetiche

| saggi d’attivita per la determinazione dei par&tmeinetici sono stati realizzati in
tampone Mcllvaine costituito da una miscela d’acaiwico 0,1 M e NagHPO, 0,2 M in
proporzioni variabili per ottenere un valore di pbimpreso tra 2.5 e 7.5, facendo variare la
concentrazione di ciascun substrato (ABTS, DMP aiagywlo) da K/4 a 8K,. Le costanti
cinetiche vengono calcolate con il programma dresgjone non lineare WinCurveFit (Kevin
Raner Software, version 1.1.8) che utilizza I'egoiag di Michaelis—Menten per fornire stime
ottimali di Ky, € Vinax CON le relative deviazioni standard. Da quest® quoi state ricavate le
altre costanti cinetiche.ke ki:
Keat = Vimax/ [ E Jot
Ka = Keat/ Ky
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3.3.2.6 Elettroforesi su gel di poliacrilammide

L’elettroforesi su gel di poliacrilammide (7.5%) sodio dedecil solfato 0,1% (SDS-
PAGE) é stata effettuata secondo quanto descratdabmmli (1970) su un apparecchio
Mini-Protean Il (BioRad). L’elettroforesi in cormloni non denaturanti & stata effettuata su
un gel al 12% in modo analogo alla SDS-PAGE ut@dimto un tampone di caricamento privo
di agente riducente ed evitando di bollire i campio

Il peso molecolare delle bande proteiche € stirpatacomparazione con il kit Prestained
SDS-PAGE Standards Low Range, (BioRad) costituiédo utha miscela di proteine che
comprende: fosforilasi B (116 kDa), albumina dirgi®ovino (80 kDa), ovalbumina (51,8
kDa), anidrasi carbonica (34,7 kDalisozima (22,0 kDa)l gel sono colorati per proteine con
Coomassie Plus Protein Assay Reagent (Pierce) atpeita conp-fenilendiammina allo
0,2% sciolta in tampone acetato 0.1 M pH 4.0 (Kleska et al., 2002).

3.4 ANALISI FILOGENETICA

Le analisi filogenetiche sono state effettuateia#dndo il pacchetto software PHYLIP
versione 3.66. Un insieme iniziale di sequenze ifumge stato ottenuto dal database di
sequenze utilizzando quella della proteina Lcc2esonda. Il formato utilizzato da PHYLIP
e stato prodotto con il programma ClustalX (Larkinal., 2007). Le distanze filogenetiche
sono state calcolate con il programma Protdist dirpadall’allineamento multiplo di
sequenza. Queste distanze sono state utilizzateqgstruire un albero filogenetico con il

metodo Neighbor joining utilizzando il programmaeal@gram.
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3.5 PROVE DI DEGRADAZIONE

3.5.1 Immobilizzazione dell’'enzima

by

L'immobilizzazione e stata effettuata per adsorliitoesu Sepharose-ConA (Sigma-
Aldrich), con una resa del 99,9% a pH 4.0. La @sBepharose-Con A é stata lavata (2-3
volte) con tampone acetato 0.1 M, pH 4.0, ssgigamente € stata impaccata in una
colonna cromatografica (1,0 x 10 cm) ed equitdreon lo stesso tampone di partenza.
L’enzima, diluito in 10 ml di tampone acetatol M, pH 4.0, e stato caricato sulla
colonna cromatografica ad un flusso di 1 ml/nkter calcolare la percentuale di enzima
immobilizzato, é stato saggiato I'eluato della cwla sotto flusso di tampone acetato (1
ml/min) finché si e arrivati a non trovare piuidth; le unita enzimatiche eluite
corrispondono alla percentuale di enzima nomafilizzato. La procedura € estremamente
rapida, e I'enzima immobilizzato e stabile e comadl 100% dell’attivita fino a 22 giorni, e
ne conserva ancora '80% dopo 1 mese.

L’attivita della laccasi € stata determinata segieecon HPLC il consumo di un
substrato ben metabolizzato dall’enzima, il gudia¢60 ml 10 mM), che é stato fatto passare
in ricircolo continuo sulla colonna con I'enzimanmbilizzato ad un flusso di 1 mil/min,

nell’arco di 24 ore.

3.5.2 Prove di degradazione di composti fenolici

Le prime prove di degradazione sono state effedtutiizzando un sistema in ricircolo su
una miscela di sette fenoli di 100 ml. | fenoliliatiati (mostrati nella tabella 3.9, Sigma-
Aldrich) a una concentrazione di 0,4 mg/ml totalio#i in tampone acetato 0,1 M, pH 4.0,
sono stati caricati in continuo su colonna conteme3epharose-conf la laccasi Lccl
immobilizzata per adsorbimento (1x6 cm, ca. 5 molp &0 U DMP immobilizzate) ad un
flusso di 1 ml/min.

Le prove di degradazione sono state effettuateeantifizzando un sistema in batch (in
Falcon contenente 0,5 ml di Sepharose Con-A conCBMP immobilizzate), in cui 'enzima
immobilizzato € posto a contatto della soluzionatenente i substrati da degradare e in
continua agitazione, utilizzando sempre le stess®izioni di pH e concentrazione dei
substrati. Queste prove sono state effettuateesiafpnoli singoli che in miscela di tre fenoli

acido caffeico, p-cumarico e acido 4-idrissifengaco (0,4 g/L di ciascuno fenolo).
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Tabella 3.9— Fenoli utilizzati nelle prove di degradazione

CH=CH—COOH Acido caffeica
acido diidrossicinnamico
oH PM. 180,6
OH
CH,COOH Acido 3-idrossifenilacetico
PM. 152,15
OH
CH,"COOH Acido 3,4-didrossifenilacetico
PM. 168,15
OH
OH
CH,"COOH Acido 4-idrossifenilacetico
<> PM. 152,15
OH
CH,"CH,"COOH Acido 3-(4-idossifenil)-propionico
<> PM. 166,18
OH
CH=CH—COOH Acido ferulico:
@\ acido 4-idrossi-3-metossi cinnamico
PM. 194,19
OCH;,
OH
CH=CH—COOH Acido p-cumarico
PM: 164,16

o)

3.5.3 Prove di degradazione di coloranti con enzimanmobilizzato

Il sistema in batch é stato applicato anche alratiazione di tre coloranti utilizzati in
molti processi industriali: alizarina, amarantonelaco(Sigma-Aldrich) | tre coloranti sono
stati utilizzati separatamente a una concentrazib®e4 mg/ml in tampone acetato 0,1 M pH
4.0. E’ stata effettuata una prima prova di de@dmme in assenza di mediatori, e
successivamente la capacita catalitica dell’en&nsgata provata sia in presenza di HBT che
di acido violurico (entrambi a concentrazione 1 mig8pno state poi fatte delle prove su
amaranto e alizarina in miscela, con 0,2 e 0,4mhdi ciascun colorante. La degradazione

dei substrati & stata analizzata mediante HPLC.
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3.5.4 Analisi con HPLC

A vari intervalli di tempo (0, 4, 24, 28, 48, 5278 ore) e stata prelevata un’aliquota di
eluato ed é stata analizzata mediante HPLC perattame il consumo del substrato.

Le cromatografie in HPLC sono state effettuate risa eolonna YMC-Pack ODS-AM (25
cm x 0.46 cm) impiegando due solventi: una soheidi acido acetico 2% in acqua milliQ
(soluzione A) e una soluzione di acido acetico 2ftetanolo 30% in acqua milliQ (soluzione
B), per un tempo di circa 60 minuti ad un flussiziale pari a 0,8 ml/min e una percentuale
iniziale della soluzione B pari al 20%, monitorarigduato a 280 nm (il gradiente utilizzato &

mostrato in Fig. 3.3).
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Figura 3.3 - Gradiente di eluizione HPLC utilizzato.

3.5.5 Prove di decolorazione in “Microtiter Plate”

Al fine di analizzare un piu ampio campione di caltti e stato utilizzato un sistema di
screening rapido su Microtiter Plate che permette effettuare numerose prove
contemporaneamente.

Una Microtiter Plate € una piastra con 96 pozZ8#il2) ognuno dei quali pud contenere
una miscela diversa. E’ buona norma, comunque rdagan triplicati dai quali € possibile
calcolare il valore medio e la deviazione stand&id.apposito spettrofotometro (50 MPR
Microplate Reader, Varian) misura I'assorbanzaiasaun pozzettoln tutti gli esperimenti
effettuati con questo sistema, le unita enzimatiotikizzate sono sempre state riferite ad

ABTS come substrato.
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| saggi di decolorazione sono stati effettuati slpb@nti contenenti gruppi cromofori
diversi (Fig. 3.4), azoici (amaranth, carmoisinewncoccine, sunset yellow), antrachinonici
(remagzol brilliant blue R), triarilmetano (patemaid) e indigoidi (indigo)Sigma-Aldrich) Sono
stati impiegati complessivamente sette colorarite o alcuni casi sono stati divisi in due
gruppi (“serie rossa” e “serie blu”) in base aldamassimo di assorbimento, in modo da
effettuare la scansione in un minor intervalloutighezze d’onda, riducendo quindi il tempo
necessario ad effettuare la lettura dell'interatpaa

| coloranti della “serie rossa” con massimo di assoento compreso tra 450-550 nm,
appartengono tutti alla classe degli azoici, i cadi della “serie blu” appartengono a classi

diverse ma hanno un massimo di assorbimento seroprpreso tra 550 e 700 nm:
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Figura 3.4 - Coloranti utilizzati nelle prove in microtiter

Su questi sette coloranti e stata effettuata un&egppreliminare utilizzando 10 muU/ml
dell’enzima Lccl wt e 0,05 mg/ml di colorante, atezione del Remazol Brilliant Blue R
(piu concentrato: 0,25 mg/ml) e del Patent Blual (diluito: 0,025 mg/ml), in tampone
Sodio/Fosfato pH 5.0 per un volume totale di 25090ho stati condotti esperimenti con e
senza mediatori (HBT o acido violurico, a concezit/ae 1 mM).

Le prove successive, che hanno coinvolto solo oreolti della serie rossa, sono state
condotte con diverse concentrazioni di enzima {&5 7,5 - 10 mU/ml), prima mantenendo
il mediatore a concentrazione costante (1 mM) e waiiandolo proporzionalmente
all'enzima (0,25 -0,5- 0,75 - 1 mM).

E’ stata poi misurata la degradazione del solo antar aumentando di molto la
concentrazione dell’enzima (50 mU/ml, 100 mU/mI05&U/ml, 1 U/ml) in assenza di

mediatore. L'attivita di Lccl wt & stata testatalam a diversi valori di pH (3.0 - 4.0 - 5.0).
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Questo tipo di esperimenti & stato utilizzato angbeandare a confrontare I'enzima nativo
con la forma ricombinante iRichia pastoris Sono state scelte le condizioni in cui la
decolorazione non era completa ed era quindi pitssbguirne 'andamento nel tempo e
rilevare eventuali differenze: 100 mU/ml di E semadiatori; 10 mU/ml di E + 1 mM di
HBT e 2,5 mU/ml di E + 1 mM AV.

L’analisi dell’efficienza di decolorazione e staaache estesa all'enzima espresso in
S. cerevisiaélLcclSc) &K. lactic (Lcc1KI).

3.6 OTTIMIZZAZIONE DELLA DECOLORAZIONE CON IL METOD O RSM

La RSM (metodo delle superfici di risposta), ddszrn primo luogo da Box e Wilson
(1951), € un approccio sperimentale basato su deenmatematiche e statistiche per
analizzare gli effetti di diverse variabili indipgenti e identificare le condizioni ottimali in un
sistema (Draper e John, 1988; Myers e Montgome§2p Il disegno sperimentale permette
di ottenere la massima quantita di informazioni dti raccolti effettuando il minor numero
di prove sperimentali possibile. L'idea base e lguali variare tutti i fattori rilevanti
simultaneamente in un certo numero di esperimendi eollegare i risultati tramite un
modello matematico. Questo modello puo essere usatointerpretazione, previsioni e
ottimizzazione.

MODDE 5 é un software abbastanza semplice da usare cherroiefie di generare le
superfici di risposta (RSM). Individuate le varialgier ognuna di esse bisogna scegliere un
range di applicazione. Quindi € opportuno sceglietipo di disegno (con associato il tipo di
modello matemetico utilizzato e il numero di proueimo da effettuare); nel nostro caso il
D-optimal. A questo punto il programma ci generaworksheet con gli esperimenti da
effettuare. Una volta effettuate le prove e inseérntati ottenuti si passa all’analisi statistica
dei dati. Il programm@IODDE 5usa il metodo di regressione multipla (spiega laabée
dipendente y in funzione di k variabili esplicatgn k»>2). La significativita statistica del
modello € valutata tramite I'analisi della varianZdNOVA). Una misura della bonta della
regressione & l'indice &che varia tra 0 e 1 ed esprime quanto della viéiteabomplessiva di
y & spiegabile tramite x.’Re la percentuale della variazione della rispegiagabile dal
modello. Un altro indice importante & i°@he invece rappresenta il potere predittivo del
modello. Valori vicini a 1 per Re @ indicano un buon modello con un eccellente potere
predittivo. Il Summary of fit lismostra anche i valori della deviazione standatth disposta
(SDY) e la deviazione standard dei residui (RSDanhalisi ANOVA fornisce inoltre ilack

of fit plotche compara iack of fit(errore modello) con I'errore puro.
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L’Ottimizzazione ci permette di trovare le condmionigliori per un desiderato profilo
delle nostre risposte, aiutandoci a interpretaiguitati e a trovare una regione di operabilita.

Abbiamo utilizzando il programma MODDE 5 e il metoRSM per ottimizzare 5
variabili, concentrazione di colorante (Amarant@23-0,1 mg/ml; Remazol brilliant blue R:
0,1+0,5 mg/ml), pH (3.0+6.0), mediatore redox (@Q,1mM solo per amaranto), unita di
enzima (2,5+10 mU/ml), tempo (0+6 ore).

3.7 Modeling di Lcc2

Dedotta la struttura primaria dalla sequenza gedicacc2, ne € stato costruito un
modello 3-D sulla base delle coordinate tridimenalpdella laccasi omologa di.trogii,
Lccl (Matera et al., 2008; PDB code 2hrg)

Il programma Swiss Model é stato usato per svilupjlanodello della proteina secondo
la metodologia comparativa (Guex e Peitsch, 199% )struttura secondaria € stata assegnata
dal programma DSSP (Kabsch e Sander, 1983). Latas#éreochimica é stata valutata dal
programma PROCHECK (Laskowski et al., 1993). Leufegg sono state disegnate con i
programmi Swiss PDB Viewer (Guex e Peitsch, 1997Pwnol (Delano scientific,
http;//pymol.sourceforge.net), le coordinate ded#ftruttura 3-D dellABTS sono  state
scaricate dal Protein Data Bank come file ".pdbdocking dell ABTS e stato realizzato

usando il programma Molegro Virtual Docker (httpw#w.molegro.com).
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4 RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 PRODUZIONE DI LACCASI NATIVE E MODIFICATE

4.1.1 PURIFICAZIONE DELLE ISOFORME LACCASICHE DI  TRAMETES TROGI |

Trametes trogii 201 € un basidiomicetevhite-rot in grado di degradare in modo
efficiente i componenti del materiale ligninocetisico e, al contempo, € un buon produttore
di laccasi (Alfani et al., 1990)Quando viene cresciuto in coltura sommersa sunerre
sintetico addizionato con estratto di lievito, pwod una laccasi principale, denominata Lccl,
che é stata purificata e caratterizzata (Garztllal.e 1998). Inoltre il fungo secerne nel brodo
colturale in basse quantita, almeno altre cinquecdsi la cui produzione puo essere
fortemente influenzata dalle condizioni colturéla presenza di molte isoforme di laccasi &
un fenomeno osservato frequentemente nei funghinkdditici sebbene la sua importanza
fisiologica non sia ancora chiarita.

Allo scopo di individuare isoenzimi con carattadse chimico-fisiche e cinetiche
particolarmente interessanti dal punto di vistaliappivo, si € cercato di purificare e
caratterizzare alcune isoforme dal brodo di caltlifT. trogii.

Il brodo di coltura concentrato e stato sottopastoromatografia di scambio ionico su
resina Q-Sepharose Fast Flow, connessa ad un aigt®iC (Pharmacia), utilizzando un
gradiente di forza ionica, secondo il programmaudgs nel paragrafo 3.3.1.2.

Il profilo di eluizione mostra netta prevalenzalddébrma maggioritaria Lccl (Fig. 4.1a)
eluita ad una concentrazione di NaCl 0,16M. Lesdlccasi prodotte dB trogii sono visibili
solo quando la scala viene amplificata (Fig. 4.lbjpstrando altri cinque picchi,
corrispondenti a cinque isoforme minoritari, rateolseparatamente e denominate
convenzionalmente P2, P3, P4, P5, P6 secondor®mdii eluizione. Le isoforme minoritarie

rappresentano complessivamente circa il 10% dilitat totale (Tab. 4.1).
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Tabella 4.1— Attivita percentuale di ogni isoforma rispettaaale.

Isoforma % isoforma rispetto
all’attivita totale
Lccl 90,5
P2 4,00
P3 1,48
P4 1,07
PS5 1,70
P6 1,25

Uml
" 100

% NaCl
1.400

T 90

—e—U/mL —e—%B

1.200 80

Lccl 170
1.000
/ 160
800
/—‘ 150
600 40
\ / 130
400
in ‘ / |
200 * *
‘ I : 110
0 ¢ )

U/mL

\
. —

T 9

30 . 100
% NaCl
—0— U/mL ==t=—%B ]

25

T 80

T 70
20

T 60

15 50

T 40

10

T 30
T 20

T 10 b

0

200 400 600 800 1.000
ml

Figura 4.1— Cromatografia a scambio ionico su Q-SepharoseHtaw (@) e su scala
amplificata b).
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Abbiamo poi ulteriormente purificato e caratterizebisoforma maggioritaria Lccl e le
minoritarie P5 e P6, che rappresentano complasgiite meno del 4% dell’attivita totale,
mediante cromatografia di interazione idrofobicaresina Phenyl-Sepharose in gradiente
decrescente di ammonio solfato, secondo il programescritto nel paragrafo 3.3.1.3.

Le isoforme P5 e P6, oltre ad avere un diverso qusbelettrico rispetto a Lccl,
differiscono da questa per il contenuto di residtofobici, come testimoniano i diversi tempi

di eluizione nella cromatografia di interazioneoidbica (Fig. 4.2).

u/ml U/ml
50 o 100 %B 50 » 100 %B

+ 90
40 80 40 1 18
[—@—umL ——%B ] / \ —8—U/mL ——%B - 70
30 60 30 - 60
- 50
20 40 20 1 L 40
- 30
10 20 10 - 20
- 10

0 0 0 )

300 0 50 100 150 200 250 300

ml
A B
U/ml

50 /.\ 100 %B
40 80
—8—U/mL ——%B | / \
30 / \ 60
20 40

10 + 20
0 - 0
0 50 100 150 200 250 300
ml

C

Figura 4.2 -Cromatografie a interazione idrofobia su Phenyltaepse di Lccl4), P5 8), P6 C)

4.1.1.1 Caratterizzazione delle isoforme

Allo scopo di indagare se le isoforme secondariesgmtino caratteristiche chimico-
fisiche diverse dall’isoforma principale e interass per scopi appilcativi, abbiamo analizzato
la dipendenza dell'attivita dal pH dei 3 isoenziooin diversi substrati, sia di tipo fenolico

(DMP e guaiacolo), che non fenolico (ABTS).
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Per quanto riguarda lattivita verso il substratonnfenolico, ABTS, le 3 curve di
attivita/pH non presentano differenze rilevanti;nteassima attivita si riscontra a pH molto
acidi, compresi tra 3.0 e 3.5 (Fig. 4.3A).

Con il 2,6-dimetossifenolo sono emerse le primeiaative differenze tra le 3 isoforme.
L’attivita di Lccl ha un profilo a campana: commbssimo a pH 3.5; P5 nellintervallo di pH
compreso tra 3.0 e 7.5 ha un andamento sostannreevrapponibile a Lccl. L'attivita di P6
mostra un profilo a campana piu spostato verso nettri: 'optimum € di 4.0 e si mantiene
piu attiva rispetto a Lccl e P5 tra pH 4.0 e 5i§.(4.3B).

Un comportamento analogo si ha per I'attivita vergmaiacolo, I'altro substrato fenolico;
P5 e Lccl hanno curve a campana quasi identicinepldoottimale 4.0, mentre I'isoenzima P6
ha un’attivita massima nell’'intervallo di pH 4.005er poi diminuire piu lentamente delle altre
2 isoforme all’'aumentare del pH (Fig. 4.3C).

L’isoenzima P6 si dimostra quindi interessante ggplicazioni in campi in cui siano

necessarie condizioni di reazione non particolatmanide.

100 'N 100
£ 80 X 80 -
o] o
>
-% 60 - B 60 -
[ [}
g 40 1 © 407
= 2
® 20 - 2 20
0 . . . ! - 0 T T T " -
A 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 B 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
PH PH
100
$ 804
g
E 60
[}
B! 40 A
s ‘
@ 20
0 ‘ ‘ : ‘ S
C 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
PH

Figura 4.3 - Profilo attivita/pH con i substrati ABTSA}, DMP (B) e guaiacolo@) di
Lccl ¢riangolo bly, P5 Quadratino rosgce P6 (ombo verd
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4.1.2 ISOLAMENTO E CLONAGGIO DEL GENE lcc2 E CARATTERIZZAZIONE
DEL SUO PRODOTTO

4.1.2.1 Isolamento e Clonaggio del gehec2 di Trametestrogii 201

Come si e visto, almeno una delle isoforme minodtgprodotte daT. trogii ha
caratteristiche che potrebbero presentare vantagapplicazioni ambientali. Purtroppo pero
la loro purificazione e descrizione richiede tenygmiché rappresentano complessivamente
meno di 10% dellattivita laccasica totale. Abbiaouindi provato ad isolare altri geni e ad
esprimerli nell’ospite eterologd’ichia pastoris un lievito metilotrofico gia usato per
esprimere un certo numero di laccasi fungine (Sedeh, 2002; Liu et al., 2003; Colao et al.,
2006).

| geni codificanti le laccasi sono stati amplificdal cDNA di T. trogii per mezzo di
primer degenerati progettati sulle regioni dellgusnze amminoacidiche conservate che sono
coinvolte nel legame degli ioni rame di tipo 1 etidp 2 nelle laccasi dei basidiomiceti. Un
prodotto di PCR di circa 1000 bp € stato amplificédél cDNA ottenuto dal micelio, cresciuto
su estratto di malto liquido addizionato con rameuccessivamente clonato; 60 cloni sono
stati sottoposti all'analisi di restrizione, i framenti di 4 isozimi di laccasi sono stati
identificati ed & stato assegnato loro il nofoel, Icc2, Icc3 e Iccduno di loro,lccl,
corrisponde al gene precedentemente isolafb. tl@gii codificante la laccasi principale Lccl
(Colao et al., 2003). Per mezzo di un protocollocd®A un secondo genlkec?, e stato clonato
e sequenziato. Un frammento di 1855 bp di cDNAatoséinalizzato e la sequenza ottenuta
conteneva una open reading frame (ORF) di 1587 cbprispondente ad una proteina
precursore di 528 residui amminoacidici con unaiesaega leader di 22 residui (Fig.4.4).

Dalla sequenza tradotta del DNA, € stato calcolp#w,la proteina Lcc2 ricombinante,
un peso molecolare di 56.800 Da. La sequenza edstita della laccasi, contenente una
cisteina e dieci residui d’istidina coinvolti nelgame di quattro ioni di rame, conservate in
Lcec2 e sono presenti 6 potenziali siti di N-gfitazione. Lccl e Lec2 presentano un’identita
di sequenza del 69% e una similarita dell'87%. &efrontato con Lccl, Lcc2 possiede 11
residui  amminoacidici supplementari, 6 dei quatistdtuiscono [I'estremita carbossi-
terminale. Poiché le isoforme secondarie delledsicdi T. trogii non sono ancora state tutte
caratterizzate, non possiamo al momento stabilirecallegamento sequenza-enzima fra il

prodotto dilcc2 ed una delle laccasi native del fungo.
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1
1

61
21
121
41

181
61

241
64

301
82

361
87

421
102
481
122
541
142

601
162

661
165

721
183

781
203

841
223
901
243

961
263

1021
272

1081
284

1141
304

1201
324

ATGAGCAAGTTCCAGTCCCTCGCTGCCTTCATCGCTCTCAGCCTTTCCRIIGAC
MS KFQSLAAFI AL SL STGRIL

GCCGCCGCCGCCATCGGTCCCACCGCCGACTTGACCATTGANCGCTGACATTTCTCCC
A°A AAIGPTADLTISNADISP
©t sito di taglio del peptide segnale

GATGGCTTCACTCGTGCGGCTGTTGTCGCGAACAACCAEITCTGGTCCCCTCATCACT
DGFTRAAVVANNRQQF PGPLIT

GGTAACAAG gt tagttttcttaccgcgactctccgtatgctacggctcacattcatgtta
G N K introne |

ctett agGGTGACACCTTCCAACTCAACGTTATCGATAACTTGACCAACGATATCATG
GDTFQLNVIDN LTNDTML

GACTGCAACTACCATT gt aagcttacgacatgctttcagtttatttgatcgaaccctaat
TATTI introne |1

agacatccatggc agCATTGGCACGGCTTCTTCCAGAAGGGTACGAATTGGGCAGATGGA

HW EGFFQKGTNWADG
CCCGCGTTTGTCAACCAGTGCCCTATCTCGGAGGGCAACTTCCTTTACGACTTCGCT
PAFVNQCPISEGNS FLYDFA
GCTCCGGGCCAAGCTGGCACGTTCTGGTACCACAGTCATCTCACGCAATACTGCGAC
APGQAGTEWY HS HLSTQY cD
GGTCTTCGTGGCGTGATGGTCGTGTACGACCCCAATGAGIACAAGTCCTTGTACGAT
GLRGVMVVYDPNDP HKSLYD

GTCGATGACG gt aagcggccgctgtacctaccatacacttggcagcacttacccactcat
VDD introne |11

ctccte agAGTCAACCGTCATCACTCTGGCAGATTGGTACCACACTGCTGCCGGTCTCG
ESTVITLADWY HTAARLG

TCCTCGCTTCCCGTTCGGCGCCGACACTGTCCTCATCAATGCTGGGGCGGTTCGCTAC
PRFPFGADTVLIN GLGRFAT

TGGGGATCCCGACGCTGAGATCGCCGTGATCACCGTCABGEGCAAGCGTTACCGCTT
GDPDAEIAVITVT KGKRYRF

CCGCCTTGCGAACATCTCTTGCGACCCCAACTTCACCTTCTATCCAAGGTCACACCAT
RLANISCDPNEFTF SIQGHTM
GAACGTTATCGAAGTCGATTCCGTCAACGTGACACCTTABGGTCGACGCCATCCAGAC
NVIEVDSVNVTPY EVDAIQT

GTTTGCTGGCCAGCGGTACTCCTTCGTTgt acgtcatgcttgtgcctticactactccga
FAGQRYSFYV introne |V

aaccctctcacatgatctgttac agCTCACCGTCGACCAGGACATTGACAACTACTGGAT
LTVDRQ DIDNYWM

GTGGGCTATTCCCAACATCGGTACCATTAACACCGACGEIGTCAACTCTGCCATCCT
WAIPNIGTINTDG GVNSAIL

CCGTTACGACGGCGCAGCTGAGGTCGAGCCCGACGCCGCGAGAGTCCCAGCAACCA
RYDGAAEVEPDAA SPSPSNQOQ

GCTCGTTGAGAGGAACATTGTCCCCCTTACCGACCTCGCBGECTGGCAACCCGACCGT
LVERNIVPLTDLA APGNPTYV
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1261 CGGTGGCGTTGACTATGCCTTGAACCTCGACTTCAGCHI@agtcttccatgcagttg

344 GGVDYALNLDFSF introne V
1321  tccgtgattggtcagcaacttatcattgatgc agGACGGGGCCAACTTCGCCATCAACGG
357 D G ANFAING

1381 CGAGTCGTACACGTCGCCCTCCGTCCCGGTCCTCTTGCRGBTGAGCGGTGCCCAGAC
366 ESYTSPSVPVLLAQ ILSGAQT

1441  TGCACCGGACCTCCTCCCCGGTGGTAGCGTGTACGTCAIGOBCCAACGCGACCATCGA
386 APDLLPGGSVYVLP SNATIE

1501 GCTCTCGTTCCCGATGACCGCAAGCAACGCACCGGGTAIEACCCCTTCCACTTGCA

406 LSFPMTASNAPGG P HPF HL H
1561 CGGA gt aagcacccattcttacttgacccccgegcgatgctgactgtagctacgcetc gcc

426 G introne Vi

1621  ctct agCACACCTTCCACGTCGTCCGCTCCGCCGGCCAGACCGACTACAABITACGTC
427 HTFHVVRSAGQT DYNYVN

1681 CCGCCCCAGCGTGACACCGTATCCGTCGGTGCGGCTGE@BAAGTCACCATCCGCTTC
445 PPQRDTVSVGAAGD NVTIRF

1741 CGGACCGACAACCCTGGCCCGTGGTTCCTCCACTGCCATBACTTCCACCTCGAGGCC
465 RTDNPGPWEFL H C HIDF HLEA

1801 GGGTTCGCCGTCGTCTTCGCTGAGGACACCCCCAACGTLIRGCGAACAAGCCCAGT

485 G FAVVFAEDTPNVASANKP S
1861 G gt gcgcactcttttictggcattcgtagtgagcgatgctgatcggtgggattt gattta
introne VII

1921 ca agCTGCTTGGGAGGACCTCTGCCCGACGTACAACTCCGTATACCCOXAARCG
505 AAWEDLCPTYNSYV YPNGDN

1981 GGCGACGCGCGCCGGTGAacagtctgecccgactgtgaataccgagggacaggcecgegagt
525 GDARRFT™

1981  cgcacgctcgctccaactcectcatccagcaccgetgaagg ctcactaaaccgaagagac
2041  agtcgctagagagaggctcgtactagttttattcaccacct acttacactatacctactt
2101  gggcatccggcacatacgttcgttctctgtttggggtcata cagtaagtcgtttaaactg
2161  tcttgctttgcatcatcgectgaactttcccttttcgtgtt gaagc

Figura 4.4 — Sequenza nucleotidica e sequenza aminoaciddztdedal genécc2 del fungo

T. trogii. In maiuscolo e indicata la sequenza codante, mentminuscolo le sequenze
introniche; in blu sono evidenziate le estremita slé di splicing. | possibili siti di N-
glicosilazione sono sottolineati in giallo, menineceleste sono indicati i residui di istidina
che coordinano gli ioni rame (il numero indicagiihme con rame di tipo, 1, 2 o 3). Il peptide
segnale € indicato in rosso.
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4.1.2.2 Espressione del gerec2 in P. pastoris

Per caratterizzare Lcc2, il cDNA corrispondent@ethelcc2 e stato espresso nel lievito
metilotrofo Pichia pastorisGS115, sotto il controllo del promotore strettateeregolato
dell'alcool ossidasi (PAOXI) indotto da metanoldilimzando sia il peptide segnale nativo
che quello delk-factor di Saccharomyces cerevisiger dirigere la secrezione della proteina
ricombinante, con la stessa metodologia descrittiettaglio piu avanti per i mutanti.

L’attivita enzimatica € stata rilevata su terreabr® contenente metanolo, come fonte di
carbonio ed induttore, e ABTS, come substrato cganico delle laccasi: un alone verde che
circonda le colonie rivelando la produzione di emiricombinante attivo secreto nel mezzo,
era presente solo quando e stato impiegato itigeepegnale deli-factor. | trasformanti che
producono una maggior attivitd nel test in piastbao stati utilizzati per la produzione di
Lcc2 ricombinante in condizioni di coltura conted# in un fermentatore da 2 |, utilizzando la
metodologia gia ottimizzata. Dopo 6 giorni di cligscsono state ottenute 340 U/I, per un
peso secco delle cellule di 123 g/l con una prodi#&tspecifica di 2.7 U/g di biomassa; la
concentrazione di proteina solubile totale dopo gierni e stata di 286 mg/l. Il brodo
colturale ottenuto al termine del processo fernmtemtae stato concentrato, dializzato e
parzialmente purificato per cromatografia di scamibnico nelle stesse condizioni utilizzate
per Lccl, P5, P6 e i mutanti e descritte nel pafagB.3.1.2. Al termine di questo passaggio
I'attivita specifica della proteina ricombinanteagivata a circa 5 U/mg. Un’elettroforesi su
gel di poliacrilammide ha mostrato che I'enzimanibinante ha un peso molecolare di circa
70000, un valore superiore rispetto al previstdplimente dovuto alla iperglicosilazione da

parte diP. pastoris

4.1.2.3 Analisi filogenetica

Una ricerca in banca dati ha indicato che la pnat@irodotta dal gerlec2 mostra un alto
grado di somiglianza con le sequenze amminoacididhealtre laccasi prodotte da
basidiomiceti finora caratterizzate: Lac2 Tiametes C3(identita del 94%, similarita del
99%), Lac2 diPolyporus brumalis (identita dell’82%, similarita del 94%), Lcc3-2 di
Polyporus ciliatugidentita dell’81%, similarita del 93%), Lac3 Tiametes C3Qidentita del
75%, similarita del 91%). Le somiglianze fra le s&agze sono state analizzate usando |l
metodo del neighbour joining per derivare un allddogenetico (Fig. 4.5).

L’analisi filogenetica ha indicato che Lcc2 i trogii raggruppa insieme a Lac2 di
Trametes C30mentre Lccl, I'isoforma principale di. trogii, forma un ramo indipendente. |

due geni delle laccasi di. trogii sono apparentemente paraloghi e, come suggeritalipe
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laccasi (Makela et al., 2006), potrebbero essevsiuee da eventi di duplicazione e
divergenza.

Secondo un’analisi dettagliata delle laccasi priedoia basidiomiceti, Hoegger et al.
(2006) hanno suggerito che il raggruppamento dsflguenze possa riflettere almeno
parzialmente la funzione dei rispettivi enzimi.lbecasi Lccl e Lcc2 di. trogii raggruppano
insieme ad altri enzimi della decomposizione denée ma sono separati sull’albero
filogenetico suggerendo differenti ruoli per quedtie enzimi. Infatti, le due isoforme
prodotte daT. trogii, mostrano proprieta biochimiche differenti e rieombinante ha un
comportamento interessante nei confronti dei sathsaromatici, mostrando un pH ottimale
piu vicino alla neutralita rispetto a Lccl.

Q12571 Lac1 PM1
{_[quvos Lac1 C30
Q9HDQO Lcc1 T. trogii

- Q1W6B1 Lac1 C. gallica
{EQQQOM Lee1 T villosa

013448 CVL3 T. versicolor

094222 Lcc2 T. versicolor

— Q8TG94 Lap2 T. pubescens
013421 Pox2 |-62

-[ Q8TFL8 Lccb T. hirsuta
Q96TR6 Lccl P. coccineus

-[ 059896 Lcc3-1 P, cinnabarinus
013422 Pox3 |-62
QOHDS9 Lee3-1 P, ciliatus
A3F8Z8 Lac1 P. brumalis
Q99046 Lcc2 T. villosa
Q12718 Lcc1 T. versicolor
Q716A3 Pox1 1-62
Q9HDSS8 Lac2 P. brumalis
A3F8Z9 Lce3-2 P ciliatus
AO0ZXN9 Lcc2 T. trogii
Q8NID5 Lac2 C30
Q6TH77 Lac3 C30

{EQQQOSS Lce4 T villosa

Q12719 Lcc1 T. versicolor

Q50JG4 Lac3 T. versicolor
— QOHDS7 Lac3-3 P, ciliatus
{E Q99056 Lcc5 T. villosa

013456 Cvlig1 T. versicolor
Q50JG3 Lce4 T. versicolor
— Q8TG93 Lap1AT. pubescens

Q7RV60 Lac1 N. crassa

Figura 4.5 - Albero filogenetico delle laccasi Lccl e Lcc2 aomparazione con quelle
prodotte da altri basidiomiceti, determinato cométodo del Neighbour joining.
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4.1.2.4 Proprieta fisico-chimiche e parametri cinéti

| parametri cinetici di Lcc2 ricombinante versore substrati piu comuni delle laccasi
(ABTS, DMP e guaiacolo) sono indicati in tabell&,4in confronto a quelli della Lccl
ricombinante diT.trogii, precedentemente caratterizzata (Colao et al§)20Q@c2 mostra un
comportamento catalitico significativamente diffeieeda quello di Lccl; in particolare, Lcc2
mostra un piu basso rendimentoc{Kyv) di Lccl nell'ossidazione di ABTS, dovuto
principalmente al valore di circa 20 volte piu aitioky, mentre I'efficienza verso i substrati
fenolici e dello stesso ordine di grandezza dilquéi Lccl, poiché un aumento nell’affinita
per i substrati (diminuzione diJ§ compensa la diminuzione generale nella cinetiea d

trasferimento degli elettroni (diminuzione dikdi Lcc2.

Tabella 4.2- Costanti cinetiche delle laccasi ricombinantc? e Lccl.

Lcc2 Ricombinante Lccl Ricombinante
Substrato
KM kcatl kc?-t/KM 1 KM kcatl kC%t/KM 1
(LM) (min™) (MM "min~) (LM) (min™) (MM"min™)
ABTS 218 +11 347 +7 1.6 9+1 5899 + 641
DMP 117 £ 22 107 +6 0.9 529 + 27 3339 £ 55 6
Guaiacolo 961 + 38 30+1 3.10° 4177 +£70 305+3 7.10°

L’effetto del pH sull'attivita di Lcc2 utilizzandgubstrati non fenolici come 'ABTS e
fenolici, come 2,6-dimetossifenolo e guaiacolop@magone a Lccl € mostrato in Fig. 4.6.

Il profilo attivita/pH dipende fortemente dalla ned chimica del substrato considerato.
Infatti con 'ABTS non vi € un massimo di attivitzero e proprio nell'intervallo di pH
analizzato, la curva presenta infatti un profilo notonico decrescente simile a quello
osservato per altre laccasi fungine tra cui Lcodn Csubstrati fenolici DMP e guaiacolo si
osserva una tipica curva a campana, con un pH a#imh 5.0, un valore spostato di 1 e 2
unita, rispettivamente, verso la neutralita rispettLccl. E interessante notare che l'intero
profilo attivita/pH di Lcc2 con i substrati fenalisembra spostato verso i valori meno acidi,
di modo che I'enzima conserva circa 40% della gtiaita a pH 6.0 e questo rende I'enzima
particolarmente interessante dal punto di vistdiegipso. All'optimum di pH, Lcc2 mostra
una piu alta affinita verso i substrati fenolicofee indicano i valori piu bassi dif; rispetto

a Lccl.
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Fig. 4.6 - Profilo attivita/pH di Lcc2 (A) e Lecl (B) con dubstrati ABTS fombo verdy DMP
(quadratino aranciol) e guaiacolotriangolo blt).

E’ ampiamente accettato (Koudelka e Ettinger, 198@¢ anioni quali idrossile e
alogenuri legano il centro trinucleare T2T3 edisdono I'attivita della laccasi. E stato
quindi analizzato I'effetto degli alogenuri sulkizita delle due laccasi ricombinanti Lcc2 e
Lcel con il 2,6-dimetossifenolo come substrato.

Per valutare I'effetto inibitorio € stato usato aparametrosp, cioe la concentrazione di
alogenuro che determina una diminuzione dell’atiaccasica pari al 50%. Questo valore e
estrapolato da grafici in cui I'attivita enzimatiéariportata in funzione della concentrazione
degli alogenuri (Fig. 4.7 e Tabella 4.3).

L’effetto inibitorio degli alogenuri e stato benratierizzato nel passato per ossidasi
contenenti rame: laccasi, ceruloplasmina e tirogifeopolov et al., 1994). In generale, la
potenza di inibizione degli ioni floruro, clorurobomuro e inversamente proporzionale al
loro raggio, probabilmente perché I'ingombro steraostituisce una limitazione all’accesso
dell'alogenuro al sito di legame (Xu et al., 1996hannes et al., 2000b). Infatti, come
previsto, I'ordine di inibizione osservato per amibe le proteine € CI> Br; tuttavia gli
alogenuri piu ingombranti Be CI hanno inibito piu efficientemente Lcc2 che Lccl.

L’aumento significativo di inibizione, da parte diegjogenuri ingombranti quali cloruro
e bromuro, dell’attivita di Lcc2 rispetto a Lcclotpbbe essere attribuita all’alterazione
strutturale del canale che collega il sito trinacéeal solvente ed e coinvolto nell'ingresso

dell'ossigeno e nel rilascio del prodotto.
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Figura 4.7 - Attivita enzimatica in funzione della concenitae degli alogenuri sul substrato

DMP.

Tabella 4.3 - Inibizione delle laccasi ricombinanti da parteghl alogenuri in presenza del
substrato DMP ¢he la concentrazione di alogenuro che causa urviioibe del 50%).

Is0 (MM)
Halide Lcc2 Lccl
F- 0.020 0.019
Cl- 4 18
Br- 50 340
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4.1.2.5 Struttura tridimensionale di Lcc2

La struttura tridimensionale della laccasi LcclTditrogii (Matera et al., 2008) e stata
usata come templato per la costruzione del modellacc2 tramite modeling comparativo. Il
migliore allineamento delle sequenze delle duegmet(identita del 69.2%) e stato usato per
realizzare il modello tridimensionale.

La struttura tridimensionale di Lcc2 € molto simédequella di Lccl, compresi gli
elementi della struttura secondaria che consistormarili  antiparalleli; le differenze sono
pricipalmente nei loops in cui sono presenti line®i 0 delezioni di residui amminoacidici
(Fig. 4.8). Similmente a Lccl ed alla maggior pattdle laccasi fungine monomeriche
(Piontek et al., 2002; Hakulinen et al., 2002; Matet al., 2008), I'architettura molecolare di
Lcec2 consiste in una struttura globulare formatatrdadomini organizzati in sequenza che
potrebbero essere identificati approssimativameatele sequenze degli amminoacidi 1-156
(dominio A), 157-340 (dominio B) e 341-506 (domir@i). Lccl ha due catene di carboidrati
sull’Asn 54 e sull’Asn 433; entrambe le sequenzesenso Asn-XXX-Thr (54-56 e 435-437,
rispettivamente) sono conservate in Lcc2 e possiaoqgporre che questa proteina sia
glicosilata in queste posizioni. Le catene di cattadi determinano, verosimilmente, la
differenza che é stata osservata fra la massa olateccalcolata (56808 Da) ed il valore
valutato dal’'SDS-PAGE (circa 70000 Da). In accombm la struttura di riferimento Lccl, e
immaginabile che anche Lcc2 sia stabilizzata da ploeti di disolfuro che collegano i
dominii Ae B (Cys 117-Cys 205) ed A e C (Cys®@gs 487) rispettivamente.

L’architettura di base dei siti rame e del sito sl@bstrato di Lcc2 € molto simile a quella
di Lccl (Fig. 4.9) ed i residui che coordinano atito ioni rame sono tutti conservati. Vicino
al sito rame T1, e presente la cavita di legameilpsubstrato ridotto; questa cavita e
abbastanza larga da accogliere residui di varieedsoni; le piccole molecole aromatiche,
come i substrati tipici delle laccasi (DMP, guaia¢@.5-xilidina, ecc.), sono completamente
alloggiati nella cavita in cui le interazioni idaifiche con i residui amminoacidici apolari
predominano (Bertrand et al., 2002); i ligandi mgtandi, come ABTS, assumono una
struttura non lineare con una parte della moletdlkata nella cavita e una parte piu esposta
al solvente (Enguita et al., 2004). Questa strattdistorta permette che il ligando si
approssimi al residuo reattivo dell'istidina conpgarte della molecola che rilascia il suo
elettrone, mentre l'altra parte del ligando intgsae con i residui amminocidici che

circondano la cavita di legame del substrato.
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Nella parte interna della cavita del substrato s@mesenti due residui altamente
conservati nelle laccasi fungine, abbastanza vigma all’altro (circa 5 A°): 'Asp 206 e uno
dei residui che coordinano il rame T1, I'His 45Dricspondenti a Asp 205 ed His 455 di
Lccl). Si pensa che questo residuo di istidinaj ihticlo catalitico sottraendo un elettrone al
substrato, mentre I'aspartico carico negativameuiteebbe stabilizzare il catione radicale
che si genera formando un legame idrogeno conbistsato ridotto (Piontek et al., 2002;
Bertrand et al., 2002). La presenza di questo wesidolare dissociabile & stata inoltre
correlata al pH ottimale per I'ossidazione del $tdis; la presenza di un residuo carbossilico
che interagisce con il substrato ridotto favorimebla deprotonazione inducendo uno
spostamento dell’attivitd ottimale verso i valori gH piu acidi; € stato osservato che la
sostituzione di questo residuo aspartico con umdwesnon carico, quali I'asparagina o
I'alanina, rende impossibile questo evento dimimeehattivita della laccasi a bassi valori di
pH (Madzak et al., 2006).

Oltre a questi contatti polari, un certo numerantierazioni idrofobiche proteina-ligando
avvengono fra gli anelli aromatici dei substrateecatene laterali dei residui apolari di Lcc2
che delineano parte della cavita del substratoli ggae 161, Phe 332 e Phe 337,
corrispondenti a Val 152, a Phe 331 e a Phe 386di,

La differenza piu vistosa fra i siti del substratoLccl e Lcc2, riguarda due residui
spazialmente vicini che circondano la cavita déisstato: due residui polari, Thr 164 e Ser
264 di Lccl sono sostituiti da due residui idrotbldPhe 163 e lle 265, in Lcc2. Questa
variazione influenza la capacita di Lcc2 di inteéragon i ligandi, in particolare con i gruppi
polari eventualmente presenti sul substrato.

L’efficienza catalitica di Lcc2 verso i ligandi inghbranti che trasportano gruppi polari
(per esempio ABTS) diminuisce significativamenteaasa sia di un aumento della KM che
di una diminuzione della kg (tabella 4.2), indicando una concomitante dimioogi
nell’affinita per il substrato e nella cineticatthsferimento dell’elettrone.

Come appare dalla simulazione di docking con ABFig.(4.9), il gruppo solfato della
parte esposta del’lABTS forma un legame idrogeno it@ruppo idrossile della Ser 264 di
Lcel; la presenza di un residuo apolare (lle 2@5)juesta posizione in Lcc2 indebolisce
I'interazione con il substrato e puo giustificaadfinita piu bassa di questa isoforma laccasica
rispetto a Lccl. Per contro, I'efficienza catahtidi Lcc2 verso i piccoli substrati idrofobici
(per esempio guaiacolo e DMP) mostra una dimineioderata rispetto a Lccl, dovuta a
un aumento di circa 5 volte dell’affinita per questbstrati (diminuzione di §) (tabella 4.2).
L’aumento nell’affinita di Lcc2, rispetto a Lcclerso i ligandi idrofobici che sono all'interno
della cavita del substrato potrebbe essere dovuiio movimento indotto di chiusura della
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cavita principale dovuto ai residui amminoacididrafobici che si trovano sul bordo della
cavitd. Bertrand et al. (2002) hanno osservatolahsavita del substrato della laccasiTdi
versicolorLaclllb legata alla 2.5-xilidina era piu chiusadgtiella di LacCc dC. cinereusLa
cavita del substrato di Laclllb & circondata dacento numero di residui amminoacidici
idrofobici superiore di LacCc; in particolare, ubeu e una Phe di Laclllb hanno sostituito i
residui di Lys e di GIn nelle posizioni corrispomtiedi LacCc. La diminuzione di
osservata in Lcc2, rispetto a Lccl, indica cheasfierimento dell’elettrone dal substrato al
rame T1 (lo step che limita la velocita di reazioredla cinetica della laccasi) deve essere
influenzato dalle differenze strutturali che egistdra le due isoforme di laccasi; tuttavia, non
puo escludersi, che siano stati influenzati anctrasferimento interno dell’elettrone dal rame
T1 al centro trinucleare T2T3 e poi alla molecdlaskigeno, e il rilascio del prodotto.
L’aumento significativo di inibizione da parte dieglogenuri ingombranti, quali cloruro
e bromuro, dellattivita di Lcc2 rispetto a Lcclndermano possibili alterazioni strutturali del

canale che collega il sito trinucleare al solvente.

Figura 4.8 - Struttura tridimensionale delle laccasi Lcc2 éALccl (B) diTrametes trogii
loni rame (blu),a-eliche (rosso)-sheets (giallo) e loops (verde). E' anche mostikto
docking con ABTS nella cavita del substrato.
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Figura 4.9 - Amminoacidi presenti nei siti rame T1 e T2T3leléhccasi Lcc2 e Lecl. Gliioni
rame sono mostrati in blu. E’ inoltre mostratatBrazione con la molecola di ABTS.
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4.1.3 PRODUZIONE DI MUTANTI DEL GENE lccl

Un differente approccio alla preparazione di emzoon caratteristiche catalitiche
vantaggiose per l'impiego in bioprocessi, consisétla produzione di varianti mediante
esperimenti di mutagenesi sito diretta. In partioella sostituzione dell’Asp205 potrebbe
influire sul pH ottimale dell’enzima. Questo residamminoacidico € molto conservato tra le
laccasi fungine e nelle simulazioni di docking Hrealaccasi simili a Lccl risulta impegnato
in un legame H con l'ossidrile di substrati fenbl{Bertrand et al., 2002; Madzak at al.,
2006). Sono state generate le mutazioni Asp205A&er, i mutanti del gerlecl sono stati
espressi inP. pastorise le proteine corrispondenti sono state parzialemgnitrificate e
caratterizzate. Sono state poi effettuate delldianeomparative per valutare eventuali
modifiche delle caratteristiche catalitiche dellacL ricombinante e delle laccasi mutate

rispetto a quelle della Lccl nativa

4.1.3.1 Mutagenesi del genecl

Analisi strutturali dei residui amminoacidici clegcondano il sito attivo della laccasi
Lcel diT. trogii (Matera et al., 2008) suggeriscono che l'istidimgosizione 455, coordinata
col centro rame T1, agisce da accettore primarielettroni dal substrato e che l'aspartico
205, impegnato in un legame idrogeno con l'ossddi substrati fenolici, influenzi la
dipendenza dell'attivita dal pH. Questo residuaranoacidico é stato quindi sostituito con
due amminoacidi non polari (Cys eSer) e uno cassitivamente (Lys). | mutanti sono stati
costruiti usando il sistema di mutagenesi Genefdide-Directed Mutagenesis System
(Invitrogen) come descritto in materiali e metodi.

| frammenti contenenti i geni mutanti D205S, D2050©205K, ottenuti dalla digestione
EcaRI-EcaRl, sono stati clonati a valle del promoté&f®X1nel sito unicd=carl del vettore
pHIL-D2.
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centro mononucleare T1 centro trin  ucleare T2/T3

Figura 4.10 - Sito catalitico della laccasi Lccl dirametes trogii con gli amminoacidi
essenziali per l'attivita catalitica.

4.1.3.2 Espressione dei geni mutati iRichia Pastoris

| plasmidi pHIL-D2/D205S, pHIL-D2/D205C, pHIL-D2/D5K e il vettore privo di
inserto, sono stati linearizzati con I'enzima dstrizione Stul ed utilizzati per trasformare
cellule elettrocompetenti . pastorisGS115.

La trasformazione con plasmidi linearizzati c8tul la cui sequenza di taglio &
localizzata all'interno del genkllS4, favorisce inP. pastoriseventi di ricombinazione a
livello del locushis4 In tal modo, la maggior parte dei trasformantvrébbe avere un
fenotipo Mut, cioé essere capace di crescere efficientemeiltezando metanolo come
unica fonte di carbonio. Trasformanti con fenotiputs, che crescono lentamente su
metanolo, potrebbero essere ottenuti nel casoiitagicombinazione avvenisse a livello del
locus AOX1 In tutte le trasformazioni sono stati ottenuéisformanti capaci di crescere su
terreno minimo privo di istidina. | trasformanti reo stati trasferiti su terreno salino
contenente metanolo, come fonte di carbonio ed tiody e ABTS, come substrato
cromogenico delle laccasi. Tutti i cloni analizzainno mostrato un fenotipo Mutn quanto
capaci di utilizzare efficientemente il metanolonm fonte di carbonio. La formazione
dell'alone verde, conseguenza dell’ossidazione sigdstrato cromogenico ABTS, é stato
utilizzato come indice di produzione extracellulaieuna forma attiva di laccasi secreta nel
mezzo dai ceppi ricombinanti analizzati. Nelle pmsontenenti i trasformanti in grado di
produrre laccasi in forma attiva, dopo circa 48 dréncubazione a 30°C, si e osservata la
formazione di un alone verde intorno alle colocigg non é presente intorno alle colonie dei
trasformanti ottenuti con i vettori privi di insertL’ossidazione del substrato cromogenico
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non e stata osservata quando l'espressione deloppoenAOX1 non veniva indotta con
metanolo.

La coltivazione in fermentatore é stata effettuata un bioreattore da 2 litri contenente
1100 ml di terreno salino (BS) con glicerolo e meta come fonti di carbonio (vedi
Materiali e Metodi). Il reattore ad agitazione meuica utilizzato presenta due turbine
Rushton a sei pale (diametro, 45 mm) ed é statqpaggiato con elettrodi per il controllo
della percentuale di ossigeno disciolto (DO) el e di un dispositivo per il controllo della
temperatura. Il pH della coltura & stato controllatmantenuto al valore 5.0 utilizzando una
soluzione di idrossido di ammonio (28%), che semehe come fonte di azoto per la crescita
del microrganismo. L'ossigenazione della colturastata garantita da un flusso di aria
compressa, controllata attraverso un flussimeteovélocita di agitazione del mezzo e stata
mantenuta tra valori compresi 750 tra 900 rpm.

Il processo fermentativo per la produzione di éstdnclude tre fasi, una in batch e due
in fed-batch, e I'analisi della percentuale di gesio disciolto viene utilizzata per determinare
il flusso con il quale viene aggiunta la fonte dirlwonio. Infatti, la misurazione della
percentuale di DO all'interno del fermentatore atatutilizzata, dopo linoculo, come
parametro per la determinazione dello stato meiabalelle cellule. La risalita (spike) del
valore di DO, infatti, & stato utilizzato come ioglidi esaurimento della fonte di carbonio e ha
quindi permesso di stabilire rapidamente il momeant@ui era possibile iniziare i diversi
feed. Nella fase iniziale (fase 1) le cellule vemgaresciute in batch utilizzando glicerolo, in
eccesso; si osserva una riduzione graduale deflzemeale di DO, correlata alla fase di
crescita del microrganismo che utilizza la fontecdrbonio con un metabolismo di tipo
ossidativo. Dopo circa 20 ore di fermentazione, osiserva un primo spike nella
concentrazione di ossigeno disciolto che indicadigimento del glicerolo presente nel
terreno nella fase batch. Una seconda fase indé&thlali accrescimento della biomassa e stata
ottenuta aggiungendo glicerolo al 50% e si concluateil secondo spike del valore di DO. A
guesto punto si induce la produzione della lacaasmbinante aggiungendo metanolo (fase
3) come fonte di carbonio. La diminuzione del valaii DO indica la ripresa dell’attivita
metabolica dopo l'adattamento del microrganismaa atiuova fonte di carbonio. La
produttivita dell’enzima ricombinante & stata ottimata utilizzando colture ad alta densita
cellulare, aumentando il flusso del metanolo agmiudurante la fase di induzione ed
addizionando ossigeno puro alle colture: infattrdgolazione accurata della concentrazione
del metanolo nella coltura € indispensabile perterare in condizioni di induzione i geni
che sono sotto il controllo del promotore dell'dlassidasi PAOX1, evitando allo stesso

tempo I'accumulo di metanolo nel mezzo di coltureocacentrazioni tossiche per le cellule.
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Durante la fase di induzione, la velocita di agaae ed il flusso di aria sono stati modificati

manualmente in modo da poter controllare I'attivitietabolica del microrganismo. La

guantita di metanolo aggiunto viene gradualmentereimentata utilizzando prima una

soluzione di metanolo al 50% e poi al 100% e auameo il flusso; ossigeno puro viene
aggiunto alla coltura, secondo necessita, ad wsdlypari a 0.2 v/v/min per evitare che la
concentrazione di ossigeno disciolto nella colgganda a valori inferiori al 20% del valore
iniziale. Durante la fermentazione sono stati &ffgi prelievi di brodo colturale per la

determinazione della biomassa, dell'attivita laczmprodotta e delle proteine totali secrete.
Sia i trasformanti che esprimono il geteel che quelli che esprimono le forme mutate
mostrano un profilo simile per la produzione dirhassa (Fig. 4.11) e un livello comparabile
di proteina totale secreta nel brodo colturale,gsogndo che nessuna delle mutazioni
influenza significativamente la produzione degliziem ricombinanti; tuttavia I'attivita

specifica dei mutanti risulta piu bassa di queiadwild type ( Tab. 4.4).
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Figura 4.11 - Andamento della fermentazione del clone D205@vit laccasica (U/l),
biomassa espressa come peso secco (g/l dry), medisali secrete (mg/l), attivita specifica
rispetto alla biomassa (U/g bio).

Tabella 4.4- Parametri di produttivita delle fermentaziomRichia pastoris

Attivita R AS (mg/ml) dopo
laccasica (Pnr]ocillt)mlwta AS (U/mg) cromatografia di
U/L 9 scambio ionico

Lccl P.p 2520 810 3,1 152

D205C 600 807 0,7 561

D205S 322 535 0,6 2,39

D205K 288 247 1,16 4,68
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4.1.3.3 Purificazione dei mutanti

Tutte le laccasi prodotte sono state purificateaaerso cromatografia a scambio ionico.
L’introduzione della mutazione determina un camtaato dei tempi di eluizione delle forme
mutanti rispetto alla nativa. Infatti, mentre la vieéne eluita a una concentrazione di NaCl di
0,314 M, le forme mutate sono eluite a concentrazigorno agli 0,293 M, come mostrato in
figura. 4.12.

8,0 2,00
—=—U/ml D205C
A ——U/ml wt
7,0 175 U/ml D205K
L U/ml D205S
1,50 NaCl [M]

. t
A\

5,0

4,0 1,00

U/ml

il
itk
I

(0] 20 40 60 80 100 120 140

volume, ml

Figura 4.12 — Cromatografia a scambio ionico su Q-Sepharosé Haw di tutte le laccasi
ricombinati (wt e mutate).

4.1.3.4 Caratterizzazione dei mutanti

4.1.3.4.1 Gel in condizioni native

Le frazioni attive di ogni cromatografia sono staunite, concentrate e dializzate con
tampone fosfato pH 6.0 e sono state analizzateit#gaBDS-PAGE rilevando che ogni
mutante produce un’unica banda di circa 64 kD&AGE in condizioni native (Fig. 4.13)
mostra, come ci aspettavamo, che tutte le mutamnd una ridotta mobilita elettroforetica
rispetto alla wt, che puo essere attribuita altags della carica negativa del residuo Asp205.
Questi risultati indicano che il residuo dell’agp#o presente all'interno del sito attivo

rimane accessibile al solvente.
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Lccl Pp D205C D205S D205K

meer
Figura 4.13- Gel elettroforetico in condizioni native di Lceldelle forme mutate.

4.1.3.4.2 Curve di attivita in funzione del pH

Per valutare eventuali modifiche delle carattef&t catalitiche della laccasi Lccl wt
ricombinante e delle laccasi mutate rispetto dlguiella Lccl nativa, per tutti gli enzimi
ricombinanti e stato determinato il profilo attevipH utilizzando due substrati di tipo
fenolico, il 2,6-dimetossifenolo (DMP) e il guaidspe uno di tipo non fenolico, I'acido 2,2’-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS).

In un lavoro recente, Madzak et al. (2006) hansseovato che la sostituzione del
residuo aspartico della cavita del substrato dedasi diT. versicolorcon i residui meno
polari o apolari, quali 'asparagina o I'alanin#tgea I'optimum di pH per i substrati fenolici;
in particolare, € stato osservato nell’optimumpéti per I DMP uno spostamento verso
valori di pH piu alti di 0.5 e 1.5 unita con lessituzioni Asp-Ala and Asp-Asn
rispettivamente. Per il substrato ABTS [lattivitaassima dei mutanti D205C, D205S e
D205K, si ha al pH piu acido saggiato, l'attivitai pliminuisce seguendo il profilo di una
curva monotonica decrescente. La sostituzione AlgR05 con residui amminoacidici non
polari (Cys e Ser) o un residuo polare carico pasitente (Lys) non ha determinato
variazioni significative del profilo, con solo pme differenze tra pH 2.5 e 4.0 (Fig. 4.14A).

Il profilo attivitd/pH delle laccasi mutate con IMcome substrato mostra invece uno
spostamento del massimo di attivita verso pH painvialla neutralitd mantenendo pero la
forma a campana. La maggiore attivita si ha a @Hp@r la laccasi wild type e a pH 4.0 per
le forme mutate (Fig. 4.14B).
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Anche con il substrato guaiacolo, 'optimum di ptbstra uno shift di 0.5 unita di pH
per i mutanti D205S e D205C, mentre nessuna diffexe® stata determinata per il mutante

D205K (Fig. 4.14C).
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Figura 4.14 - Profili attivita/pH delle laccasi ricombinantepi tra substrati.
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| risultati ottenuti indicano che il residuo ammatidico Asp205 e particolarmente
importante per la funzionalita delle laccasi. Latgazione dell’Asp205 con amminoacidi
polari non carichi o carichi positivamente deteranimo spostamento dei valori di pH ottimali
verso la neutralita. E’ perd0 importante notare Kddivita specifica dei mutanti analizzati e
significativamente piu bassa di quella della wildd e che lo spostamento del massimo di pH
verso valori meno acidi potrebbe essere associatmanaggiore riduzione dell’attivita a pH
acidi (Fig. 4.15). La presenza di un amminoacidicoanegativamente nella tasca che lega il
substrato potrebbe infatti stabilizzare il radicesione che si forma durante il meccanismo
catalitico e la sua assenza potrebbe determinamediminuzione significativa dell’attivita

specifica degli enzimi mutati.
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4.2.4.1.3 Costanti cinetiche

Per valutare meglio eventuali differenze nel marao cinetico delle laccasi mutate

sono stati determinati i parametri cinetici cosubstrato DMP della Lccl ricombinante e dei
mutanti D205C e D205K a differenti valori di pH.rR=lcolare le costanti (e Vimay SONO
stati fatti dei saggi di attivita con concentrazidnsubstrato comprese trauK e 8 Ky nel
range di pH 2.5-6.5 e i valori sono stati analizzah il programma di regressione non lineare
WinCurveFit (Kevin Raner Software, version 1.1.8).
La mutazione dell’aspartico 205 non ha effetti dmaatici sugli andamenti qualitativi dei
profili cinetici in funzione del pH, mentre altedrasticamente i valori quantitativi delle
costanti, confermando un ruolo importante di quessiduo amminoacidico per I'attivita
dell’enzima.

La Ky decresce rapidamente tra pH 2.5 e 3.5 per tutiedmbinanti. La K, mostra un
profilo a campana con un massimo a pH 4.0 per lmdomutate e a pH 3.0 per la wt.
L’effetto della mutazione introdotta sulle costagitietiche &€ quindi piu significativo su.
indicando che la cinetica di trasferimento dellgtne € stata influenzata piu dell’affinita di

legame del substrato come riflette invece ja K
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4.2 PROVE DI DEGRADAZIONE

La capacita della laccasi di ossidare un’ampiaetardi composti fenolici e amine
aromatiche rende il loro utilizzo particolarmenggsatile in diverse applicazioni industriali.

L’interesse del mondo scientifico nei confronti gebcessi biotecnologici riflette la
crescente consapevolezza di cercare soluzioni edoamente ed ambientalmente sostenibili
per lo smaltimento dei reflui civili ed industriglboetaert and Vandamme, 2006; Verstraete,
2007). In questo lavoro, la laccasi principale Ttrogii Lccl é stata provata nella
degradazione di composti recalcitranti come i feaalcoloranti.

4.2.1 Prove di degradazione di composti fenolicioa Lccl diT. trogii immobilizzata

L'impiego di enzimi immobilizzati puo portare diwkrvantaggi tra cui: maggiore
riproducibilita delle reazioni ('enzima puo essartlizzato in piu cicli operativi, con la
possibilita di recuperare il catalizzatore a fieazione essendo in forma fisica differente da
substrati e prodotti di reazione); nessuna reaziseeondaria indesiderata; incremento
dell'efficienza catalitica dovuta a modificaziaélle proprieta chimico-fisiche dell’enzima;
incremento della stabilita operativa dell’enzimaazioni che giungono a completamento;
prodotti piu facili da recuperare; maggiore contraflella reazione ('enzima puo essere
separato velocemente dalla soluzione). D’altra epact sono possibili svantaggi o
inconvenienti, quali: maggiori costi associatvari step iniziali, che possono poi essere
aggravati se si verificano casi di ingombro stewppure ostacoli alla diffusione; possibile
aumento della 4; possibili variazioni delle condizioni attali (temperatura, pH, ecc.).

Il processo di immobilizzazione deve mantenere tiattsira tridimensionale del sito
attivo, la specificita del substrato e la spedididii reazione, quindi non deve modificare le
caratteristiche enzimatiche, se cid0 avvenisse, telificazioni dovrebbero almeno essere
vantaggiose. Pertanto gli amminoacidi coinvolti’'mamobilizzazione non devono essere
critici per I'attivita dell'enzima.

Prove preliminari di degradazione sono state effé¢t nella degradazione di composti
fenolici da parte di Lccl immobilizzata per adsorento suSepharose-CoA.

Sono state effettuate prove di degradazione su miszela di sette fenoli dalle
caratteristiche chimiche simili (acido caffeicoidac3-idrossi fenilacetico, acido 3,4 di-idrossi
fenilacetico, acido 4-idrossi fenilacetico, acidg43idrossifenil) propionico, acido ferulico,
acido p-cumarico), utilizzando I'enzima immobilizaasu colonna, sulla quale la miscela

veniva fatta passare tramite un sistema di rioircbh degradazione € stata analizzata tramite
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HPLC, monitorando la scomparsa del substrato. i mhaticano che tutti i fenoli sono
degradati dall'enzima immobilizzato in quantita iehili dal 20% al 50 % (Fig.4.17).
Possiamo inoltre notare che i composti che soncadetj maggiormente dalla laccasi sono i

dimetossifenoli (acido 3,4-diidrossifenil acetiemjdo caffeico, acido ferulico).
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ac. ferulico

Figura 4.17- Decolorazione della miscela di sette fenoli.

Per andare a verificare possibili fenomeni di cotapme tra i vari substrati,
I'esperimento e stato ripetuto con solo 3 dei 7stalti (ac. caffeico, ac. p-cumarico e ac. 4-
idrossi fenilacetico) prima in miscela e poi sirgyohente (Fig. 4.18).

Nella miscela dei tre I'ac. caffeico viene degradiat misura maggiore (85% in circa 70
ore), mentre da solo e degradato completamentecia 20 ore. Un aumento della velocita di
degradazione nella miscela dei tre e nel compastm®, rispetto alla miscela dei 7 fenoli, &
riscontrabile, anche se in misura notevolmenterigiotta, anche per I'ac. p-cumarico. Il terzo
substrato invece é recalcitrante alla degradaziopgni caso. Questi dati indicano I'esistenza

di forte competizione tra i substrati.
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Figura 4.18- Decolorazione nel tempo dei tre fenoli in misgq@dae singoli B) su colonna.

Si € poi passati a esperimenti in batch, in cuizima immobilizzato e posto a contatto
della soluzione contenente i substrati da degradare continua agitazione, utilizzando
sempre le stesse condizioni di pH e concentraziensubstrati.

Per la miscela dei 3 substrati la degradazionenge piu rapida che in colonna: I'ac.
caffeico e degradato completamente in poche oreheanl p-cumarico e degradato
completamente in tempi piu lunghi e lI'ac. 4-idréssilacetico € degradato al 60% dopo 60
ore. Ancora piu rapida e la degradazione dei fersihigoli, che raggiunge la quasi

completezza anche per il substrato piu recalcixdtatc. 4-idrissifenilacetico (Fig. 4.19).
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Figura 4.19 -Decolorazione nel tempo dei tre fenoli in miscéfg e singoli B) in batch.

In ogni caso, nelle prove in batch, il contatto towmo tra i substrati e la resina con
'enzima immobilizzato e in continua agitazioneparmette di ottenere una degradazione
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molto piu efficiente. L'utilizzo del sistema intich, che permette di ottenere risultati migliori
del sistema in ricircolo su colonna, e stato quiagplicato anche per la degradazione di

coloranti.

4.2.2 Prove di degradazione di coloranti con Lcclid .trogii immobilizzata

Il sistema di laccasi immobilizzata in batch étstapplicato alla degradazione di 3
coloranti ampiamente utilizzati in industria tessl alimentare, come l'alizarina, 'amaranto e
'indaco appartenenti a differenti classi struttur@ntrachinonici, diazoici e indigoidi,
rispettivamente).

| coloranti analizzati singolarmente sono degradati misura diversa: alizarina
completamente in poche ore, amaranto solo per &t d%ndaco per circa il 45% in 48 ore
(Fig. 4.20).

Ai coloranti non completamente degradati € statmdjuaggiunto un mediatore (ac.
violurico o HBT, 1mM). In questo caso anche l'anmicae I'indaco vengono degradati
completamente in poche ore in presenza di acidongo. L'HBT permette la degradazione
completa dellindaco, ma in tempi piu lunghi (72eprmentre 'amaranto raggiunge una

degradazione di circa il 60% in 48 ore (Fig. 4.21).
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Fig. 4.20- Decolorazione nel tempo dei tre coloranti (ameraalizarina e indaco)
senza mediatore.
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Figura 4.21- Decolorazione dell’amarant@] e dell'indaco B) in presenza di mediatori.
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Sono state poi effettuate delle prove in miscela perificare se la presenza

contemporanea di piu coloranti incidesse sullataeli decolorazione; sono state esaminate

due miscele dei coloranti alizarina e amaranto,termnti

colorante.

0,2 g/l e 0,4 g/l di ciascun

| risultati indicano che la presenza dei due calbreontemporaneamente non influenza

la capacita degradativa dell'enzima e che un aumeetla concentrazione dei coloranti

comporta un effetto di rallentamento della degramezdi minima entita (Fig. 4.22).
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Figura 4.22 Decolorazione della miscela amaranto e alizaaidé&/erse concentrazioni.
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4.2.3 Prove di decolorazione in “Microtiter Plate”

Verificata positivamente la capacita della lacdasil diT.trogii di degradare coloranti
di varia natura chimica, per analizzare un numeraggiore di coloranti si € passati
all'utilizzo di un metodo di screening rapido inarotiter plates.

| processi enzimatici di decolorazione dei refluneggono infatti come processi
alternativi ai classici metodi di rimozione chimifisici spesso poco efficienti e costosi.
Tuttavia anche i metodi biologici presentano ancdegli aspetti critici quali alti costi
associati con la produzione e la purificazione idexgtimi, I'inattivazione di questi durante le
reazioni, il pH ottimale per lattivita piuttostaido e la necessita di un mediatore redox, per
esempio ABTS, acido violurico o HBT, per ossidagfficientemente composti recalcitranti
(Johannes e Majcherczyk, 2000a; Torres et al., ; 2008les and Sanroman, 2006). L'uso dei
mediatori € sicuramente tra i principali svanteggausa del relativo alto costo, della dose
richiesta spesso elevata, della biodegradabititétdia e della potenziale tossicita (Garci’a O,
et al.,, 2003). Il metodo in microtiter ci ha pesse di individuare alcune delle numerose
variabili che incidono sull’efficienza del processiadecolorazione.

Abbiamo preso in considerazione dei coloranti z#diti in industria tessile o alimentare
che presentano struttura variabile: azoici (am&tazdgrmoisine, new coccine, sunset yellow),
antrachinonici (remazol brilliant blue R), triarigtano (patent blue) e indigoidi (indigo).

Il lettore di micropiastre effettua una scansionequenziale di ogni pozzetto
nellintervallo di lunghezza d'onda selezionato.tr®l a questo parametro €& possibile
impostare la velocita con cui lo strumento effetkedetture, che influenza direttamente la
qualita dello spettro ottenuto. Per ottenere umhapporto tra velocita e qualita dello spettro
e possibile accorciare l'intervallo all'interno dgliale viene fatta la scansione. Nel nostro
caso abbiamo scelto di dividere i coloranti in dueppi, la serie blu che viene analizzata tra
700 e 550 nm e la serie rossa tra 550 e 450 nrtirdri possibile impostare il numero e la
durata dei cicli in modo che lo spettrofotometradaaa leggere agli intervalli di tempo
prefissati. Tutte le prove sono state effettuateiphicato.

Su questi coloranti abbiamo fatto una prova prelare in presenza di Lccl con e senza
mediatori nelle condizioni descritte in materialnetodi. Come possiamo vedere anche dagli
istogrammi riassuntivi (Fig. 4.23), che riportana percentuale di decolorazione, la
degradazione € molto piu veloce in presenza di abedj in particolar modo con acido
violurico, che porta alla completa decolorazionéutti i coloranti dopo sole due ore.
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Figura 4.23- Degradazione dei coloranti con e senza medidtypo due ore.

Si é inoltre analizzato l'effetto del pH nella megz di reazione, effettuando delle prove
di degradazione a pH 3.0, 4.0 e 5.0, sui colom@eita seria rossa, utilizzando acido violurico
come mediatore. Queste prove indicano che la meggitivita di Lccl diT. trogii e a pH 4.0
(Fig. 4.24). Il pH scelto per tutti i gli esperintedi decolorazione é stato perd 5.0 perché
anche se Lccl nativa esibisce piu alta attivitddad®, I'enzima non e molto stabile a questo

valore, mentre risulta piu stabile a pH 5.0 al gyalesenta comunque una buona attivita.
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80
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Fig. 4.24 -Decolorazione dei coloranti azoici a tre diverdoviadi pH dopo 2 ore in miscela
di reazione con 5 mU di enzima nativo e acido violw1l mM.
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E’ stato poi analizzato I'effetto della concenta® della laccasi Lccl di.trogii sulla

decolorazione, prima mantenendo il mediatore acidloirico a concentrazione costante e poi

variandolo proporzionalmente all’enzima stesso. Sfr@rove sono state effettuate solo sui

coloranti della serie rossa.

| risultati sperimentali dimostrano, come attedme ¢a concentrazione della laccasi ha

una notevole influenza sulla decolorazione. Infattpiu alta quantita di enzima (10 mU/ml)

porta a una completa degradazione di tutti i colbordopo 2 ore (Fig. 4.25A). Anche

impiegando 7,5 mU/ml di enzima in presenza di ntedéal mM si ottiene una decolorazione

del 100%, ma questo risultato é raggiunto in tepmpiunghi.

Nel caso in cui alle stesse concentrazioni diraazilell’'esperimento precedente viene

associata una minore quantita di mediatore, propaaie alla quantita di enzima utilizzata

(fig.4.25B), si hanno comunque risultati soddisfacee comparabili a quelli ottenuti con una

concentrazione costante di mediatore, 1 mM.
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Figura 4.25 - Degradazione dei coloranti rossi a diverse conegrni di enzima,
mantenendo costante la concentrazione del mediagore mM @A) e variando

proporzionalmente la concentrazione del medig®yedopo 2 ore.
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Come ulteriore prova si e voluto indagare se las@nza di mediatori fosse
indispensabile per la degradazione dei colorantipdee di Lccl. L'esperimento e stato
condotto sul solo amaranto in assenza di mediatorientando di molto la concentrazione di
enzima. | risultati sperimentali hanno dimostrate questi ultimi non sono indispensabili per
il meccanismo catalitico della decolorazione. Dahfigo che riporta la percentuale di
decolorazione, si pu0 osservare, come ci si ay@etizhe la velocita della decolorazione
aumenta all’aumentare della concentrazione di Eqéag. 4.26), anche se per ottenere una
buona degradazione (circa il 60% dopo 6 ore) éssario utilizzare quantita elevate di
enzima.
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Figura 4.26 - Decolorazione dell’amaranto allaumentare della cgmrazione di enzima
senza mediatori.
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A questo punto, questo tipo di esperimenti € statato per effettuare un’analisi
comparativa tra Lccl di. trogii e la forma ricombinante iR. pastoris

Sono state scelte le condizioni in cui non si @@nuna completa decolorazione ed era
quindi possibile seguire 'andamento nel tempdevaire possibili differenze: 100mU/ml di E
senza mediatori; 10mU/ml di E + 1mM di HBT e 2,5mildi E + 1 mM AV.

In assenza di mediatori (Fig. 4.27A) I'enzima natdegrada i coloranti piu velocemente
rispetto alla forma ricombinante, mentre in presediz mediatori la laccasi ricombinante in
Pichia pastorisrisulta piu efficiente. L'HBT mostra sempre unanorie efficienza, rispetto
all'acido violurico, nel coadiuvare la laccasi eldegradazione dei coloranti; infatti,
nonostante la quantita di enzima impiegato (10 mJéml quattro volte superiore rispetto a
quella utilizzata in presenza di acido violuricgy(2nU/ml), la decolorazione raggiunge il
100% in un minor numero di casi e in tempi piu lin¢fig. 4.27 B e C). Le differenze

riscontrate nell'attivita tra la forma nativa e fgombinante potrebbero derivare da una
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diversa glicosilazione e/o da un diverso foldinglladeproteina, dovuti all'espressione
eterologa. Infatti, 'organismo ospike pastoris nel quale e stato espresso Lccl, iperglicosila
le proteine prodotte. Risultati precedenti mostnavappunto un peso molecolare leggermente
superiore della forma ricombinante rispetto alldaivaa proprio a causa della maggiore

glicosilazione.
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Figura 4.27 - Decolorazione con enzima nativo e ricombinante ddmoe in tre diverse

condizioni: A)100 mU di enzima; B)10 mU di enzimd enM HBT; C)2.5 mU di enzima
e 1 mM acido violurico.
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L’analisi dell’efficienza di decolorazione e statache estesa all'enzima espress&.in
cerevisiagLcclSc) K. lactic (Lcc1KI) confermando che I'ospite puo influenzéaeapacita
degradativa di questa proteina. In presenza deliattee HBT, la decolorazione di tutti i
coloranti testati € maggiore per le laccasi ricambti; solo in un caso (patent blue) la

ricombinante irS. cerevisiasembra meno efficiente della nativa (Fig. 4.28).
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Figura 4.28 — Decolorazione enzimatica con 10 mU di enzimavaaé ricombinante in
presenza di 1 mM HBT dopo 2 ore.

4.2.4 Ottimizzazione del processo di decoloraziomen Lccl diT.trogii

Le prove di decolorazione in microtiter ci hannanito dei dati preliminari sulle
principali variabili che influenzano il processo decolorazione. Tuttavia per avere un
processo efficiente e competitivo € di grande tatiindividuare sistemi che consentano
I'ottimizzazione del processo analizzando conterapeamente le diverse variabili.

Recentemente, é stata ampiamente utilizzata @éinizzazione dei processi enzimatici
la metodologia della superficie di risposta (RSMo€ et al., 2003; Schepers et al., 2003).

L'RSM e stata applicata con successo nell'ottimzzane dei parametri di coltura nella
produzione di enzimi lignolitici, nella decoloram® dei coloranti con colture fungine
(Nagarajan and Annadurai, 1999; Trupkin et al.,30@ per I'ottimizzazione del mediatore
redox in processi di shiancamento della polpa Hilesa con laccasi (Garci’a, 2003). Questo

by

metodo € stato usato anche recentemente pemmiptéazione della decolorazione del
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colorante reactive black 5 (RB-5) usando la lacpasificata del fungo white-roRleurotus
sajor-caju (Murugesan et al., 2007); per I'ottimizzazionelaealecolorazione del colorante
methylene blue (MB) da parte della lignina peroasidLiP) con I'enzima prodotto dal fungo
white-rot Phanerochaete chrysosporiu(@lam et al., 2008); e per l'ottimizzazione dei
parametri, pH, temperatura e concentrazione dinesmziella degradazione dei coloranti,
reactive red 239 (RR239), reactive yellow 15 (RY#&5)active blue 114 (RB114) con una
laccasi commerciale (Tavares et al., 2008).

Abbiamo quindi scelto come coloranti modello I'aanatio, un colorante tessile molto
recalcitrante di tipo azo, che necessita per laatkgione di mediatore, e il remazol brilliant
blue R della famiglia degli antrachinonici che \@embbastanza degradato dal nostro enzima

anche in assenza di mediatore.

4.2.4.1 Ottimizzazione per il colorante amaranto

Per il colorante amaranto il metodo RSM e statgliegto per ottimizzare 5 variabili,
concentrazione di colorante (Amaranto: 0,02+0,1mhg/pH (3.0+6.0), mediatore redox
(0,1+1 mM), unita di enzima (2,5+10 mU/ml), tempg®-§ ore) utilizzando il programma
MODDE 5.

La significativita statistica del modello e stataabizzata tramite I'analisi della varianza
(ANOVA). Il modello presenta un alto coefficienteabrrelazione R(0,968), e un alto potere
predittivo indicato dal valore di<q0,938) (Fig. 4.29). Nella tabella ANOVA sonoaitati i
valori di & e R, DF (gradi di libertd), SS (somma dei quadrati fnedia quadratica), il p-
value e I'F-value. Il p-value inferiore a 0,05 iodiche i coefficienti di regressione e le
interazioni tra ogni variabile indipendente possoessere considerati statisticamente
significativi con un intervallo di confidenza dé8%. (Tab. 4.5).

Il lack of fit plot(Fig. 4.30) compara llack of fit (errore modello) con 'errore puro. La
prima barra (SD-LOF) rappresenta la deviazionedstahdellack of fit la terza barra (SD-
LOF) rappresenta la deviazione standard dell’erppr® moltiplicato per la radice quadrata
dell’'F critico (il valore della distribuzione di F soptajuale SD-LOF e significativa al 95%).
La prima barra piu alta della terza indica cheaddello ha un significativo lack of fit. Per il
colorante amaranto la terza barra piu alta dell@gindica un buon modello con Ueck of
fit statisticamente non significativo il cui valore,0B9) e riportato nella tabella ANOVA
(Tab. 4.5).

Il Normal Probability Pld mostra che i valori sono normalmente distriblufigo una

retta e non sono presenti valori errati (Fig. 4.31)
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Figura 4.29- Summary of fit plotriporta i valori di B e G per il colorante amaranto.

Tabella 4.5— Analisi della varianza (ANOVA) per il colorardenaranto

% decolorazione |

Total
Constant

Total Corrected
Regression
Residual

Lack of Fit
(Model Errar)
Pure Errar
(Replicate Error)

M=a7
DF = 66

DF

a7
1

86
20
66

63

Q2 =
RZ =
R2 Adj =

55

62283.2
236577

38625 5
373882
1237.25
1229.59
7.,65689
0,938

0,968
0,958

ms F p
(variance)
715,898
236577

449 133

1869.41 99,722 0,000
18,7462

19,5174  7,64693 0,059
2,55229

Cond. no. = 92057

Y-miss = 0
RSD = 4 3297

sSD

21,1928
43,2367
4,32969
441785

1,59759

SD-LoF

SD-pe

Figura 4.30—Lack of fit plotper il colorante amaranto

SD-pe * sqrt(F(crit))
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Figura 4.31- Normal Probability Plotper il colorante amaranto

Una volta verificata [lattendibilita del modello sé passati alla predizione.
L’ottimizzazione ci permette di trovare le condizianigliori per un desiderato profilo delle
nostre risposte, aiutandoci a interpretare i riguét a trovare una regione di operabilita.

L’analisi delle superfici di risposta per I'amaranindica che alla concentrazione di
colorante 0,02 mg/ml dopo solo 1 ora, in presenzanediatore 1 mM, abbiamo una
decolorazione dell’'84% con 10 mU/ml di enzima a B8 e del 59% con 2,5 mU/ml di
enzima, che si completa in entrambi i casi dopcaci2 ore (Fig. 4.32). In presenza di
mediatore 0,5 mM ho invece, dopo 1 ora, una deapione del 60% con 10mU/ml di enzima
e del 41% con 2,5 mU/ml a pH 4.0, che raggiungeadir70% dopo 2 ore sempre in entrambi
i casi. Con mediatore 0,1 mM la decolorazione ddpe ore e del 37% a pH 4.0-4.5.
Possiamo concludere che, a basse concentraziaoiatiante (0,02 mg/ml), 'aumento della
sola concentrazione di enzima non determina saatifii aumenti della decolorazione,

mentre il fattore pit importante € la concentragidnmediatore.
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Figura 4.36 - Superfici di risposta enzima/pH a 2 ore allacantrazione di amaranto 0,02
mg/ml dopo due ore.

E’ possibile generare superfici di risposta periogzmbinazione di variabili (alcune
sono riportate nelle figure 4.32, 4.33, 4.34, 4886), che ci permettono di analizzare diversi
aspetti. In figura 4.36 possiamo vedere come il gitimale pu0 variare a seconda delle
condizioni. In particolare la diminuzione della centrazione di acido violurico determina
uno spostamento del pH ottimale come mostra I'vaorento delle superfici verso i valori di
pH meno acidi. Anche all'aumentare della concendreez di amaranto il pH ottimale si sposta
verso valori meno acidi come mostra lo spostamedelia sella.

123



Alle concentrazioni elevate di mediatore il pH widle & piu acido, mentre a
concentrazioni piu basse si sposta verso valorionaeidi. (Fig. 4.37). E’ da notare pero che a
pH acidi la stabilita dell’enzima € minore, infatihche se la decolorazione procede piu
rapidamente nelle prime ore, I'enzima perde quak)% dell’attivita dopo 2 ore che arriva al
60% quando nella miscela di reazione €& presentbeailcmediatore, mentre € ancora
completamente attivo a pH 6.0, con una attivitadtes compresa tra 70 e 80% di quella
iniziale dopo 24 ore (Fig. 4.38). L’aggiunta diralenzima determina infatti, la ripresa delle
decolorazione. In figura 4.39 sono mostrati dueaamehti di decolorazione in diverse
condizioni ma entrambe a pH 3.0, dove possiamo reegeoprio come dopo due ore Si
raggiunge un plateau. Ma I'aggiunta di altro enzaetermina la ripresa della decolorazione .

L’applicazione del sistema RSM consente di effeduscelte razionali delle condizioni
operative a seconda della necessita; ad esempiib g@orante amaranto, si puo operare al
pH ottimale della laccasi (3.5) in presenza di ratde 1 mM, ottenendo una decolorazione
completa in circa due ore anche con piccole quaudiitenzima che perdo perde abbastanza
rapidamente attivita e andrebbe riaggiunto a SBypure si pud operare con quantita piu
basse di mediatore e pH meno acido (AV 0,7 mM e4b) su colorante anche molto
concentrato (0,06-0,1 mg/ml), ottenendo comunquee lwmona decolorazione (circa il 55%
dopo due ore). In questo caso il fattore limitasaed il tempo, infatti a tempi piu lunghi si

otterra comungue la completa decolorazione.
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Figura 4.37- Relazione tra concentrazione di mediatore geHI colorante amaranto
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Figura 4.39 -Andamento di due prove di decolorazione in divewedizioni (proval: 0,02
mg/ml amaranto, 0,7 mM VA, 2,5 mU/ml Lccl; pro2a0,02 mg/ml amaranto, 0,1 mM VA,
10 mU/ml Lccl) ma entrambe a a pH 3.0; l'aggiunteenizima a 2 e 4 ore determina la
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4.2.4.2 Ottimizzazione per il colorante remazol bhiant blue R

Il Remazol Brilliant Blue R appartiene alla famagldegli antrachinonici che insieme a
quella degli azo sono tra i piu importanti coloramgati nell’industria tessile ed €& utilizzato
frequentemente come prodotto base nella produzioa#ri coloranti polimerici. Il Remazol
Brilliant Blue R & un derivato dell'antracene e pegsenta una categoria importante di
composti tossici e recalcitranti.

Per il colorante remazol brilliant blue R il metoB&M €& stato applicato per ottimizzare
4 variabili: concentrazione di colorante (0,1 - &&/ml), concentrazione di enzima (2,5-10
muU/ml), pH (3-6) e tempo (0-360 min).

La significativita statistica del modello e stataakzzata sempre tramite I'analisi della
varianza (ANOVA). Il modello presenta un alto cigéinte di correlazione R(0,945), e un
alto potere predittivo indicato dal valore df @,797) (Fig. 4.40). Nella tabella ANOVA
sono riportati ancora i valori di“@® R, e i parametri, DF (gradi di libertd), SS (somnea d
quadrati), MS (media quadratica), il p-value eV&ue. Il p-value inferiore a 0,05 indica che
I coefficienti di regressione e le interazioni tsgni variabile indipendente possono essere
considerati statisticamente significativi con utemmallo di confidenza del 95% (Tab. 4.6).

Nel lack of fit plot(Fig. 4.41) la terza barra piu alta della primai¢adun buon modello,
con un lack of fit statisticamente non signifigat(0,079) riportato nella tabella ANOVA.

Il Normal Probability Plotmostra che i valori sono normalmente distribwitido una
retta e non sono presenti valori errati (Fig. 4.42)
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Figura 4.40 - Summary of fit plotriporta i valori di B e @ per il colorante remazol brilliant
blue R.
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Tabella 4.6— Analisi della varianza (ANOVA) per il colorantemazol brilliant blue R.

decolorazione | DF 55 MSs F p S0

(variance}

Total 30 129353 431178

Constant 1 547236 547236
Total Corrected 29 746298 257 344 16,0419
Regression 14 705524 503,946 | 18.5395 0,000 @ 22 4487
Residual 15 407.735 27,1823 521367

Lack of Fit 14 407.439 291028 98,1706 0,079 53947
(Model Error)
Pure Error 1 0.296451  0.296451 0.544473
(Replicate Error}

M =230 = 0,797 Cond. no. = 73773
DF =15 = 0,945 Y-miss = 0
R2 Adj. = 0,894 RSD = 52137

SD-LoF SD-pe SD-pe * sqrt(F(crit))

Figura 4.41—Lack of fit plotper il colorante remazol brilliant blue R.
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Figura 4.42- Normal Probability Plotper il colorante remazol brilliant blue R.
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Alcuni autori (Soares et al.,, 2001; Nagai et aip2) hanno riportato che il remazol

brilliant blue R & decolorato soltanto in presedianediatori redox. La laccasi Lccl i

trogii degrada in modo abbastanza efficiente il coloresteazol brilliant blue R in assenza di

mediatori.

L’analisi RSM indica che le condizioni ottimali (80di decolorazione) sono pH 3.0-3.5,

tempi lunghi (240-360 min), enzima 10 mU/ml e caltte 0,1 mg/ml. E’ pero possibile

la concentrazione di colorante fino & rAg/ml senza abbassare troppo la

aumentare

percentuale di decolorazione (46%) (Fig. 4.43).
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Anche in questo caso in presenza di AV 0,5 mM tiseme una decolorazione completa

in poche ore.

Figura 4.43 - Superficie di risposta colorante/pH con 10 mUf@inenzima Lccl a 360 min

per il colorante remazol brilliant blue R.
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5 - CONCLUSIONI

Durante questo lavoro di tesi sono stati raggidiveersi obiettivi:

» Si e proceduto a parziale purificazione e caraitadione di isoforme laccasiche
secondarie prodotte dal fungo basidiomidatmetes trogii

Le curve di attivita in funzione del pH, costruitell'intervallo compreso tra 3.0 e 7.5 con
tre diversi substrati, hanno messo in evidenzal’dnelamento dell’attivita & fortemente
influenzato dal tipo di substrato utilizzato. Infaton il substrato non fenolico, ABTS, le
curve di attivita/pH per le laccasi Lccl, P5 e R# presentano differenze rilevanti e la
massima attivita si riscontra al pH piu acido arrdto. Con i due substrati fenolici, le
isoforme Lccl e P5 mostrano un pH ottimale di 2bip2,6-dimetossifenolo e 4.0 per il
guaiacolo, mentre P6 mostra degli spostamenti @alsimo di attivita verso la neutralita
di 0,5 e 1 unita di pH, rispettivamente. L'isoenaif6 potrebbe essere quindi interessante
per applicazioni in campi in cui sono necessariendconi di reazione non

particolarmente acide.

» Il nuovo gene per laccadcc2, e stato isolato da. trogii, espresso con successo nel
lievito P. pastorise la proteina ricombinante € stata caratterizzata.
La proteina prodotta dal gehec2 mostra un alto grado di somiglianza con le segeienz
amminoacidiche di altre laccasi di basidiomicetiom corrisponde ad alcuna delle laccasi
di T. trogii finora caratterizzate. L’analisi filogenetica Ispipata sull’allineamento di
sequenza con la nostra proteina ha indicato che dicE. trogii raggruppa insieme a Lac2
da Trametes C30mentre Lccl, l'isoforma principale di.trogii, ha formato un ramo
indipendente. | due geni delle laccasiTdirogii sono apparentemente paraloghi e, come
suggerito per altre laccasi (Makela et al., 20@®}rebbero essersi evoluti da eventi di
duplicazione e divergenza, come riflettono ancheliféerenti proprieta biochimiche.
Infatti, Lcc2 ha un comportamento interessante a@ifronti dei substrati aromatici,
mostrando un pH ottimale piu vicino alla neutralitgpetto a Lccl. | dati ottenuti
indicano che Lcc2 presenta un pH ottimale di 5.0coeafronti dei substrati fenolici un
valore meno acido rispetto a quello della maggiarte delle altre fenolossidasi
precedentemente caratterizzate; in particolarei substrati DMP e guaiacolo si osserva
uno spostamento di 1 e 2 unita verso la neutraif@etto a Lccl. Ma soprattutto é
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interessante notare che lintero profilo attivitd/mli Lcc2 con i substrati fenolici e
spostato verso i valori meno acidi, di modo chedima conserva circa il 40% della sua
attivita a pH 6.0 e questo spostamento, a diffexadizquanto accade per i mutanti, non
coincide con una diminuzione nell’attivita spedafigll’'optimum di pH, Lcc2 mostra una
piu alta affinita verso i substrati fenolici (conmelicano i valori piu bassi di ), rispetto

a Lccl, ma il rendimento {¢Kv) rimane dello stesso ordine di grandezza di qualla
Lccl, poiché questo aumento € compensato dallandaione generale nella cinetica del
trasferimento degli elettroni (diminuzione dikdi Lcc2. Per stabilire una relazione tra
la struttura e la funzione di questa proteina nestaéta determinata la struttura
tridimensionale, tramite modeling comparativo sbigse delle coordinate tridimensionali
della laccasi omologa di.trogii Lccl. Lcc2 mostra una cavita del substrato molto simile
a quelle di altre laccasi con i due residui deitlacaspartico e dell’istidina altamente
conservati. La principale differenza riguarda dwesidui spazialmente vicini che
circondano la cavita del substrato: due residlampoThr 164 e Ser 264 di Lccl sono
sostituiti da due residui idrofobici Phe 163 e aB5 in Lcc2. Questa variazione influenza
la capacita di Lcc2 di interagire con i ligandi.efficienza catalitica di Lcc2 verso i
ligandi ingombranti che trasportano gruppi polgper( esempio ABTS) diminuisce
significativamente, sia a causa di un aumento dellache alla diminuzione della.k
indicando una concomitante diminuzione nell’affinfier il substrato e nella cinetica di
trasferimento dell’elettrone. Per contro, l'effioEa catalitica di Lcc2 verso i piccoli
substrati idrofobici (per esempio guaiacolo e DMR)stra una diminuzione moderata
rispetto a Lccl, dovuta principalmente a un aumelitcirca 5 volte nell’affinita per i
substrati. L'aumento nell’affinita di Lcc2, rispeta Lccl, verso i ligandi idrofobici che
sono all'interno della cavita del substrato potelelssere dovuto a un movimento indotto
di chiusura della cavita principale dovuto ai desiamminoacidici idrofobici che si
trovano sul bordo della cavita. La diminuzione gj ksservata in Lcc2, rispetto a Lccl,
indica che il trasferimento dell’'elettrone dal swak al rame T1 (lo step che limita la
velocita di reazione nella cinetica della laccadgye essere influenzato dalle differenze
strutturali che esistono fra le due isoforme dickess; tuttavia, non puo escludersi che
siano stati influenzati anche il trasferimento intedell’elettrone dal rame T1 al centro
trinucleare T2T3 e poi alla molecola di ossigenal, ®ascio del prodotto. L'aumento
significativo di inibizione, da parte degli alogenuingombranti, quali cloruro e bromuro,
dell’attivita di Lcc2 rispetto a Lccl, potrebbe ess attribuita all’alterazione strutturale
del canale che collega il sito trinucleare al soteeed € coinvolto nell'ingresso
dell'ossigeno e nel rilascio del prodottoLa proteina ricombinante Lcc2 presenta
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caratteristiche catalitiche interessanti e divetaeLcclche la rendono particolarmente
interessante dal punto di vista applicativo, comhesempio nella decolorazione di reflui
dell'industria tessile che presentano generalmenteH alcalino.

» Sono stati prodotti e caratterizzati mutanti delejecl.

Analisi strutturali di molte laccasi fungine e desidui amminoacidici che circondano il
sito attivo della laccasi Lccl dI. trogii (Matera et al., 2008) hanno permesso di
individuare amminoacidi altamente conservati, ilechascia presupporre un loro
importante ruolo nella struttura e nella funziongl'dnzima. Il un residuo di acido
aspartico, impegnato in un legame idrogeno corsiiivtde di substrati fenolici, sembra
possa influenzare la dipendenza dell’attivita ptdl Questo residuo (Asp 205 di Lccl) e
stato sostituito con amminoacidi con differenti gmeta chimiche: serina (D205S) e
cisteina (D205C), residui polari non carichi e desi(D205K) carica positivamente. |
mutanti sono stati espressi . pastorise le proteine corrispondenti sono state
parzialmente purificate e caratterizzate. Gia digréanpurificazione i mutanti mostrano un
profilo di eluizione diverso da Lccl, e ancheel ¢n condizioni native mostra, come ci
aspettavamo, una ridotta mobilita elettroforetiedled mutanti rispetto alla wt, che puo
essere attribuita alllassenza della carica negal®aresiduo Asp205. Questi risultati
indicano che il residuo dell’aspartato presentengino del sito attivo rimane accessibile
al solvente. | profili attivita/pH indicano che fesiduo amminoacidico Asp205 e
particolarmente importante per la funzionalita eléticcasi. La sostituzione dell’Asp205
con amminoacidi polari non carichi o carichi pagitnente determina uno spostamento
dei valori di pH ottimali verso la neutralita corsubstrati fenolici. In particolare é stato
osservato, nell’optimum di pH per il DMP, uno stawsento verso valori di pH piu alti di
circa 1.0 unita per tutti e tre i mutanti D205C, 083 e D205K. Con il substrato
guaiacolo, I'optimum di pH mostra uno shift di Qbita di pH per i mutanti D205S e
D205C, mentre nessuna differenza e stata detemnet il mutante D205K. E’ pero
importante notare che I'attivita specifica dei nmitaanalizzati e significativamente piu
bassa di quella della wild type e che lo spostamdat massimo di pH verso valori meno
acidi potrebbe essere associato a una maggioraaitidell’attivita a pH acidi. Infatti, la
presenza di un amminoacido carico negativamentta nakca che lega il substrato
potrebbe stabilizzare il radicale catione che snfodurante il meccanismo catalitico e la
sua assenza potrebbe determinare una diminuzigmicativa dell’attivita specifica

degli enzimi mutati.
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| valori delle costanti cinetiche determinati innhione del pH confermano che la
sostituzione dell’Asp205 con amminoacidi polari ncarichi o carichi positivamente
determina uno spostamento dei valori di pH ottimaiso la neutralita e che questo
residuo amminoacidico risulta particolarmente intgote per I'attivita specifica delle

laccasi.

» FE’ stata verificata la capacita degradativa su amstigenolici e coloranti della laccasi
Lccl.

Le prove di degradazione su composti fenolici agmatcasi Lccl immobilizzata hanno
permesso di determinare che il sistema di degradazpiu efficiente & quello in batch in
cui la resina con la proteina immobilizzata € @ftlir contatto con la miscela da degradare
e sotto continua agitazione. Questo sistema applenrache a tre coloranti ci ha permesso
di valutare positivamente la capacita degradateldaccasi che e stata quindi provata su
un numero maggiore di coloranti appartenenti ardevelassi strutturali azoici (amaranto,
carmoisina, new coccine, sunset yellow), antraaficio(remazol brilliant blue R),
triariimetano (patent blue) e indigoidi (indigo)framite la tecnica spettroscopica in
microtiter che permette di effettuare molte provantemporaneamente. Le prove in
microtiter ci hanno permesso di confrontare laccasimbinanti provenienti da diversi
ospiti, riscontrando delle differenze nell'attivitia la forma nativa e le ricombinanti che
potrebbero essere dovute a una diversa glicosilazedo da un diverso folding della
proteina, dovuti all'espressione eterologa. Inoltrehanno fornito dei dati preliminari

sulle principali variabili che influenzano il pragso di decolorazione.

» Sono state ottimizzate le condizioni sperimentatilp decolorazione da parte di Lccl
sui coloranti amaranto e remazol brilliant bluer&rtite RSM.

L’analisi RSM ci ha consentito di analizzare diwekariabili contemporaneamente, e ci

ha permesso di ottimizzare il processo di decolorezda parte di Lccl per due coloranti

appartenenti alle due principali classi utilizzat@l'industria tessile mostrando che, in

opportune condizioni, &€ possibile operare a pHvini alla neutralita.
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